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RESUMO 

A doença de Huntington (DH) é uma doença genética rara, neurodegenerativa, 
progressiva e fatal, causada pelo número expandido de repetições CAG no gene 
HTT. Conforme a literatura, o número de repetições CAG deste gene explica 
aproximadamente 70% da idade de início da DH. Os outros 30% são atribuídos a 
genes modificadores e/ou a fatores ambientais. O gene TBP codifica a proteína de 
ligação à região TATA Box e possui uma região de repetição de CAG/CAA que, 
quando expandida, ocasiona a SCA17(ataxia espinocerebelar 17). A proteína TBP 
normal já foi encontrada no cérebro de pacientes com DH junto aos agregados de 
huntingtina. As repetições de nucleotídeos CAG/CAA normais (>35 repetições) do 
gene TBP já foram associadas com risco de esquizofreniae também com a 
modulação da idade de início da SCA7 (ataxia espinocerebelar7). O objetivo deste 
estudo foi investigar as repetições trinucleotídicas dos genes HTTe TBP, assim 
como, relacionar as repetições CAG do gene HTT e CAG/CAA do gene TBP com a 
idade relatada de início da doença de Huntington em uma coorte brasileira.Foram 
investigados molecularmente104 indivíduos: 72 foram positivos e 32 negativos para 
DH. Nos indivíduos molecularmentenegativos, os alelos não expandidosdo 
HTTvariaram entre 12 a 30 repetições CAG (média de 19±4 CAG e mediana 17) e a 
maior frequência foi do alelo com 17 CAG.Em indivíduos molecularmentepositivos, 
os alelos não expandidos do HTT variaram entre 14 a 30 CAG (média de 19±4 
repetições e mediana 17) e o alelo mais frequente possuía 17 CAG. As repetições 
dos alelos expandidos variaram entre 39 a 62 CAG (média de 45±4 e mediana 44) e 
o alelo expandido mais frequente apresentou 44 repetições. O número de repetições 
CAG do HTT na amostra estudada mostrou influenciarem 66% a idade de início da 
DH (r de Pearson = - 0,81, R2=0,66, p<0,05). Nos alelos TBP de indivíduos 
molecularmentenegativos para DH, as repetições CAG/CAA variaram de 27 a 37 
repetições (média de 33±2 CAG e mediana34), sendo o alelo mais frequente aquele 
com 34 CAG/CAA. Nos indivíduos molecularmentepositivos para DH as repetições 
CAG/CAA variaram de 23 a 38 repetições (média de 34±2e mediana 34) e o alelo 
mais frequente apresentou 36 repetições CAG/CAA. Não houve diferença 
estatisticamente significante entre o número de repetições do alelo TBP entre 
indivíduosmolecularmente positivos e negativos para DH (p>0,05). Não houve 
aparentemente influência do número de repetições CAG/CAA do gene TBPna idade 
de iníciorelatada dos sintomas da DH (r de Pearson =0,2, R2=0,04, p>0,05). Foram 
construídos 19 heredogramas para análise intra e intergeracional das repetições 
CAG do HTT e CAG/CAA do TBP. Os alelos HTT expandidos apresentaram maior 
expansão intergeracional quando a origem foi paterna e a maior diferença de 
repetições intrageracionais também se deu quando a origem foi paterna. Quando se 
fez a investigação da transmissão intergeracional dos alelos TBP, não foi possível se 
afirmar a origem parental dos alelos devido a uma diferença de apenas um trio de 
nucleotídeos no número de repetições de uma geração à outra. A análise 
intrageracional das repetições CAG/CAA do TBP revelou que a diferença entre 
irmãos é menor do que aquelas observadas para as repetições CAG do HTT. 
 
Palavras-chave: Doença de Huntington, TBP,HTT, gene modificador 
 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Huntington's disease (HD) is a rare genetic, neurodegenerative, progressive and fatal 
disease caused by an expanded number of CAG repeats in the HTT gene. According 
with literature, the size of CAG repeats accounts for about 70% of the variation of the 
onset age of the disease. The others 30% are assigned to modifier genes and/or 
environmental factors. TBPgene encodes for a TATA box binding protein and has a 
CAG/CAA repeat region that, when expanded, causes SCA17(Spinocerebellar 
ataxia type 1). The normal TBP protein has been found in brains of patients with HD. 
Normal CAG/CAA repeats of the TBP gene have been associated with risk of 
schizophrenia and also with modulation of age of onset in SCA7. The aim of this 
study was to investigate the trinucleotidic repeats of HTT andTBP genes, as well as 
to correlateCAG repeats of HTT and CAG/CAA repeats of TBP gene with the age of 
onset of symptoms in Huntington's disease,in a cohort of Brazilian subjects.We 
investigated 104 individuals who were molecularly tested: 72tested positive for HD 
and 32tested negative. In individuals, molecularly tested as negative,the number of 
CAG repeats in unexpanded HTT ranged from 12 to 30(mean 19±4 CAG and median 
17) CAG, the most frequent allele had 17 repeats. Regarding the molecularly tested 
as positive individuals,their unexpanded alleles varied between 14-30CAG repeats 
(mean 19±4 CAG and median 17) and their most frequent allele had 17 repeats.  In 
expanded alleles, CAG repeats ranged from 39 to 62 (mean 45±4 and median 44) 
and the most frequent allele had 44 repeats. The size of HTT CAG repeats 
contributed to 66% of the age of onset of HD (Pearson's r = -0.81, R2= 0,66, p <0.05). 
Concerning the TBP alleles,molecularly negative individuals had CAG/CAA 
repetitions ranging from 27 to 37 (mean 33±2 and median 34),and the molecularly 
positive individuals had CAG/CAA ranging from 23 to 38 units(mean 34±2 and 
median34). The most frequent allele in molecularly negative and positive individuals 
were, respectively, 34 and 36 CAG/CAA repeats. There was no statistically 
significant difference in number of repetitions of TBP allele between those individuals 
(p> 0.05). Furthermore, there was no statistically correlation between age of onset of 
symptoms and the size of the TBPpolymorphic region (Pearson's r = 0.2, R2=0.04, p> 
0.05).We draw 19 pedigrees for intra and intergenerational analysis toshow the 
variation of HTT CAGand TBP CAG/CAA alleles. Expanded HTT alleles showed a 
higher expansion in theintergenerational pedigrees with paternal inheritance and the 
largest intragenerationaldifference also occurredin paternal transmission. When we 
perform investigation of intergenerational transmission of TBP alleles, it was difficult 
to say the parental origin of the alleles due to a difference of only one nucleotide trio 
in the number of repeats from one generation to another. The analysis of the 
variation of TBPCAG/CAA repeats within a sibling revealed that this variation was 
smaller than that observed for the HTT CAG repeats. 

Key-words: Huntington’s Disease, TBP, HTT, modifier gene. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Mutações dinâmicas e repetições nucleotídicas 
 

Mutações dinâmicas são alterações no DNA caracterizadas por repetições de 

nucleotídeos altamente instáveis, que podem variar em número ao longo das 

gerações (RICHARDS E SUTHERLAND, 1992). As taxas de mutação associadas a 

essas repetições são geralmente de 10 a 100 mil vezes maior do que a média das 

taxas de mutações em outras partes do genoma humano (GEMAYEL et al., 2010).  

A presença de estruturas incomuns nas regiões de repetições de 

nucleotídeos, como tríplex, tetraplex e grampos, é a principal causa da instabilidade 

associada a esse tipo de mutação (figura 1.1). Tais estruturas podem interferir nos 

eventos de replicação, transcrição, recombinação e reparo (MIRKIN, 2006; LOPEZ 

CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010; KIM E MIRKIN, 2013). 

 

 

Figura 1.1: Estruturas associadas a regiões de repe tições nucleotídicas (MIRKIN, 2006). 
Legenda: a) Grampos imperfeitos compostos por repetições (CNG)n; (b) tetraplex composto     
por repetições (CGG)n; (c) Deslizamento do DNA ocasionado por formações de grampos; (d) 
triplex formado por repetições (GAA)n. Purinas são vermelhas e pirimidinas verdes. DNA que 
flanqueia região de repetição é mostrado em preto. 
 

Um dos mecanismos que tentam explicar a ocorrência de expansões e 

contrações de repetições de nucleotídeos é o deslizamento do DNA que ocorre 

durante a replicação. O deslizamento na replicação se refere ao alinhamento errado 

das fitas de DNA durante a extensão da região repetitiva que está sendo copiada. 

No momento da dissociação entre as fitas, uma estrutura secundária (grampo) pode 

ser formada na nova fita sintetizada ou então na fita molde. Caso o grampo ocorra 

na fita filha, uma repetição será adicionada no próximo ciclo de replicação. Já a 
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ocorrência da estrutura de grampo na fita molde ocasionará a perda de uma 

repetição nucleotídica (Figura 1.2) (ELLEGREN, 2000; LOPEZ CASTEL, CLEARY E 

PEARSON, 2010; KIM E MIRKIN, 2013). 

 

 

 

Figura 1.2: Modelo sugerido para o aparecimento de mutações dinâmicas: expansões ou 
contrações em regiões repetitivas pelo mecanismo de  deslizamento do DNA (ELLEGREN, 

2000). 

 

O estudo de repetições de nucleotídeos tem grande importância devido ao 

grande número (>30) de doenças neurológicas e musculares associadas a este tipo 

de mutação (Tabela 1.1) (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010).   

As mutações dinâmicas responsáveis por causar essas doenças possuem as 

seguintes características: (1) envolvem uma mudança no número de repetições de 

nucleotídeos com a taxa de variação dependente do tamanho inicial da repetição; (2) 

as repetições sem interrupções têm uma maior probabilidade de sofrer contração ou 

expansão; (3) o número de repetições tem relação com a severidade e / ou com a 

idade de início da doença (VAN EYK E RICHARDS, 2012). 
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Tabela 1.1: Repetições de nucleotídeos e doenças hu manas  (Parte 1/4)  (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON , 2010) 

 

 

 

 

 



18 
 

Tabela 1.1: Repetições de nucleotídeos e doenças hu manas (Parte 2/4) (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010) 
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Tabela 1.1: Repetições de nucleotídeos e doenças hu manas (Parte 3/4) (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010) 
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Tabela 1.1: Repetições de nucleotídeos e doenças hu manas (Parte 4/4) (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010) 
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As repetições nucleotídicas podem estar presentes nos exons, introns, 

regiões 3’UTR ou 5’UTR. Podem ainda ser causadas por repetições tri, tetra ou 

pentanucleotídicas (figura 1.3) (VAN EYK E RICHARDS, 2012).  

 

 

Figura 1.3: Esquema de localização de repetições nu cleotídicas de algumas doenças humanas  
(VAN EYK E RICHARDS, 2012). 
Legenda: Repetições abaixo das setas estão localizadas em regiões não traduzidas. Repetições 
acima das setas estão localizadas em regiões traduzidas. 
 

As doenças causadas por expansão de trinucleotídeos começaram a ser 

identificadas em 1991, com a clonagem do gene e identificação da repetição CCG(n) 

responsável pela síndrome do X-frágil (KREMERet al., 1991). Além disso, no mesmo 

ano, foi descoberta como causa da atrofia muscular bulboespinhal (doença de 

Kennedy), a repetição CAG(n) (LA SPADA et al., 1991).  

Tais doenças causadas por repetições trinucleotídicas podem ser separadas 

em dois grupos: doenças causadas por repetições não codificantes de glutamina e 

doenças causadas por repetições codificantes de glutamina. No caso das repetições 

não codificantes de poliglutamina, a alteração genética pode afetar diversos 

sistemas e causar degeneração ou perda de função em vários tecidos. No caso das 

doenças codificantes de poliglutamina, todas possuem em comum a 

neurodegeneração progressiva, tendo início geralmente na idade adulta. Nesse 

grupo de doenças causadas por repetições trinucleotídicascodificantes de 

poliglutamina se insere a doença de Huntington (CUMMINGS E ZOGHBI, 2000; FAN 

et al., 2014). 
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1.2 Doença de Huntington 
 

A doença de Huntington (DH) é uma doença genética, neurodegenerativa 

rara, progressiva, caracterizada por distúrbios motores, perdas cognitivas e 

distúrbios comportamentais. Na maior parte dos casos, os sintomas surgem já na 

idade adulta (THE HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH 

GROUP, 1993). 

Os sintomas resultam da perda seletiva de neurônios espinhosos médios, 

principalmente do núcleo caudado e putâmen, e não existe atualmente nenhum 

tratamento eficaz que impeça o desenvolvimento da doença (POTTER, 2004; BEAN 

E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014). 

Na Europa a prevalência é de 5-10 casos para 100.000 indivíduos. Na China 

e Japão, a prevalência estimada é de 0,1-0,5/ 100.000(figura 1.4)(WARBY et al., 

2011). No Brasil ainda não existe prevalência geral estimada da DH. Entretanto, 

nosso grupo estimou a prevalência mínima da cidade de Ervália, MG, cujo valor 

encontrado foi de 7,2 casos para 10.000 indivíduos (AGOSTINHO et al., 2015). 

 

 

Figura 1.4: Prevalência estimada em alguns países ( WARBY et al., 2011). 
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1.2.1 Breve histórico da doença de Huntington 
 

A doença de Huntington se tornou conhecida, principalmente, após a 

descrição dos sintomas realizada por George Huntington em 1872.  Porém, antes 

disso, algumas características sobre a doença já haviam sido divulgadas. O 

conhecimento compartilhado possibilitou aos pesquisadores a busca por mais 

informações sobre a doença, o que resultou em descobertas de grande importância 

para o melhor entendimento da DH. 

Em 1841, Charles Water, em uma carta, faz uma definição bem clara da 

coreia, caracterizada pelo movimento involuntário dos músculos, um dos principais 

sintomas da doença, assim como sua natureza hereditária (WATER,1842 

apudIMARISIO et al., 2008). Em uma tradução, Water informa que: 

 

“Consiste essencialmente em uma ação espasmódica de todos os 

músculos voluntários, involuntário e mais ou menos movimentos 

irregulares das extremidades, face e tronco...a transmissão da doença é 

marcadamente hereditária...Os primeiros indícios de sua aparência são 

espasmos das extremidades, geralmente dos dedos que gradualmente se 

estendem e envolvem todos os músculos involuntários. Esta perturbação 

da ação muscular é de modo uniforme; em alguns casos, existe em maior, 

em outros, em menor extensão, mas em todos os casos gradualmente 

induz um estado de demência. Quando se fala da natureza, talvez eu deva 

ter observado que nunca tive conhecimento de um caso de que ela ocorra 

num paciente, cujo um ou ambos antepassados não eram doentes na 

terceira geração mais distante, o tema desta doença angustiante...” 

(WATER, 1842 apud IMARISIO et al., 2008).  

 

Em 1860, o físico norueguês, Johan Christian Lund, publicou um trabalho com 

a descrição da doença de Huntington, contemplando principalmente o padrão 

clássico de sintomas e sua hereditariedade. Apesar de ter sido o primeiro trabalho 

de fato publicado, o trabalho não foi traduzido para o inglês até 1959, o que dificultou 

o compartilhamento deste conhecimento com outros estudiosos (LUND, 1860 apud 

HARPER, 2005). 

Em 1872, George Huntington publicou seu trabalho denominado “OnChorea” 

(Figura 1.5), que foi bem aceito pela comunidade médica. Nesse trabalho Huntington 
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descreveu as características da doença manifestadas na forma adulta 

(HUNTINGTON, 1872). 

Logo no começo de sua descrição, Huntington trata de um dos sintomas mais 

característico da doença, a coreia: “trata-se de um espasmo que afeta os músculos 

voluntários”. Além disso, Huntingtontratou sobre do caráter hereditário da doença, 

ressaltando que se um ou os dois progenitores possuíam manifestações da doença, 

um ou mais descendentes poderiam apresentar a doença caso atingisse(m) a idade 

adulta (HUNTINGTON, 1872).  

 

 

Figura 1.5: Artigo Original “OnChorea” de George Hu ntington (HUNTINGTON, 1872). 

 

Em 1888, Hoffman descreveu a forma juvenil da doença, denominada 

variante de Westphal. Essa forma é definida como manifestação encontrada antes 

dos 21 anos de idade. Em um estudo familial com três gerações, foram identificadas 

duas meninas com idade de início da doença de 4 e 10 anos (HOFFMAN, 1888 

apud BATES, 2005). 

Em 1955, foi descrito o primeiro caso de DH no Lago Maracaibo, na 

Venezuela (NEGRETE, 1955 apud WALKER, 2007). Já em 1979, a bióloga e 

psicóloga Nancy Wexler liderou um grupo de pesquisadores nessa mesma região, e 

o estudo contou com uma grande amostragem que correspondia a uma grande 

família de pelo menos 9000 membros (WEXLER, A, 1995 apud BATES, 2005). 
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Em 1983, Gusella e seus colaboradores conseguiram localizar o gene 

responsável pela doença, o gene IT15(atualmente denominado HTT) localizado no 

cromossomo 4 humano (GUSELLA et al., 1983). 

No ano de 1993, com o isolamento do gene HTT pelo Huntington 

DiseaseCollaborativeResearchGroup, foi possível a localização das repetições de 

trinucleotídeos CAG no HTT, que quando expandidas são responsáveispor causar a 

DH (THE HUNTINGTON’S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 

1993). 

Em 1997, foi criado o primeiro modelo de camundongo com DH(DAVIES, 

1997 apud BATES, 2005). No mesmo ano ocorreu a descoberta de agregados da 

proteína huntingtina no cérebro de camundongos e de humanos com DH (DAVIES, 

1997; DiFIGLIA, 1997 apud BATES, 2005).  

 

1.2.2 Aspectos genéticos gerais da doença de Huntin gton 
 

A DH é causada por repetições expandidas de trinucleotídeos CAG presentes 

no exon1 do gene HTT, localizado no cromossomo 4p16.3 (THE HUNTINGTON'S 

DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993). 

O gene afetado na DH abrange mais de 170 kb e contém 67 exons. A 

proteína codificada por esse gene, a huntingtina, consiste de 3144 resíduos de 

aminoácidos e tem uma massa molecular de 350 kDa. Quando ocorre a expansão 

das repetições trinucleotídicas CAG a proteína é traduzida com uma cauda 

expandida de poliglutamina (PoliQ) em sua região amino terminal (BEAN E 

BAYRAK-TOYDEMIR, 2014).  

A DH é uma doença de herança autossômica dominante (THE 

HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993; 

POTTER, 2004; BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014).  

A classificação dos alelos é realizada de acordo com seu tamanho de 

repetições CAG. Alelos com 26 repetições ou menos são denominados normais. 

Alelos com 27 a 35 repetições são denominados alelos normais mutáveis (ou 

intermediários). Alelos com 36 a 39 repetições são considerados alelos de 

penetrância reduzida. Repetições acima de 39 indicam alelo com penetrância 

completa (Figura 1.6). Para efeito de diagnóstico são considerados alelos 
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expandidos (positivos para DH) aqueles com 36 ou mais repetições (POTTER, 2004; 

BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014). Já os portadores de alelos intermediários 

(normais mutáveis) são considerados potenciais transmissores. 

O número de repetições CAG além de um limiar normal (> 26 unidades) afeta 

a estabilidade genética do gene HTT durante a meiose. Os alelos normais (≤ 26 

CAG) são segregados de forma estável em >99% casos. Alelos intermediários, 

alelos de penetrância reduzida e os de penetrância completa podem ser instáveis 

durante meiose (BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014). Apesar de a instabilidade 

poder ocorrer tanto na meiose materna quanto na paterna, é mais comum na 

paterna (DUYAO et al., 1993; TELENIUS et al., 1993). 

A tendência de expansão de origem paterna é atribuída ao maior número de 

divisões mitóticas que precedem a meiose na gametogênese masculina, porém, 

outros estágios da espermatogênese, como estágios específicos que possuem 

alterações dos níveis e atividade de várias proteínas de reparo, também podem 

contribuir (PEARSON et al., 2005). 

 

 

Figura 1.6: Diagrama das repetições CAG, localizada s no exon 1 do gene HTT (BEAN E 
BAYRAK-TOYDEMIR, 2014) 
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1.2.3 Huntingtina e a neuropatogênese da doença de Huntington 
 

A huntingtina é uma proteína humana grande que compreende mais de 3000 

aminoácidos. A região de glutamina (PoliQ) normalmente contém de 11-35 resíduos 

de glutamina. Em indivíduos afetados pela DH, se expande acima de 35 glutaminas 

(LI E LI, 2004).  A regiãoPoliQ é seguida por uma região de prolina (PoliP) que 

provavelmente atua na solubilidade da proteína (CATTANEO et al, 2005). 

Além dessas regiões (figura 1.7), pode-se encontrar a região de motivos 

HEAT (este motivo está presente no fator de alongamento (elongation) da 

huntingtina3, na subunidade da proteína fosfatase 2A e na quinaseTOR1), 

geralmente envolvidos em interações do tipo proteína-proteína e também estão 

presentes em proteínas que desempenham papel no transporte intracelular, na 

dinâmica dos microtúbulos e na segregação cromossômica. Além disso, a proteína 

contém uma região carboxiterminal funcionalmente ativa que atua na sinalização de 

exportação nuclear (NES), o que indica que a proteína, ou pelo menos parte dela, 

está envolvida no transporte de moléculas do núcleo para o citoplasma (IMARISIO et 

al., 2008). Estão presentes também sítios de clivagem por proteases e caspases. A 

huntingtina sofre modificações pós-traducionais, como ubiquitinização e fosforilação 

em serinas (CATTANEO et al., 2005).   

 

Figura 1.7: Representação das regiões da proteína h untingtina (CATTANEO, 2005). 
Legenda: Qn – região de poliglutamina;Pn - região de poliprolina.  Quadrado vermelho – regiões 
HEAT; Triângulos verdes e laranjas: regiões de clivagem por caspases. B:região clivada 
preferencialmente no córtex. C: região clivada preferencialmente no estriado. A: região clivada em 
ambas as regiões. Triângulos azuis: regiões de clivagem por calpaínas. Bolinhas azuis e vermelhas: 
região de modificações pós traducionais.  Círculo verde: Regiões ricas em serina, ácido glutâmico e 
prolina. (CATTANEO, 2005). 
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Apesar dos seus resíduos de aminoácidos e regiões serem bem descritas, 

ainda não se conseguiu cristalizar a proteína huntingtina, devido principalmente ao 

seu tamanho. Assim não conhecemos de fato sua conformação no estado selvagem 

ou mutado. Um projeto recente (CASIS PCG HDPCG-1) em conjunto entre a NASA 

e The BjorkmanGroupbusca a cristalização da proteína utilizando microgravidade em 

uma estação espacial internacional (NASA, 2014). 

A huntingtina selvagem é expressa na maior parte das células do corpo, 

sendo mais expressa no cérebro, predominantemente nos neurônios médios 

espinhosos. Dentro das células é encontrada principalmente no citoplasma, 

associada às mitocôndrias, complexo de Golgi,retículo endoplasmático, vesículas 

sinápticas e componentes do citoesqueleto e uma menor quantidade pode ser 

encontrada no núcleo (LANDLES E BATES, 2004; YOUNG, 2003). 

O papel molecular preciso da proteína selvagem permanece incerto. Apesar 

disso, diversos experimentos com camundongos sugerem que proteína seja 

essencial para o desenvolvimento embrionário, desenvolvimento e sobrevivência 

neuronal, podendo exercer papéis também no tráfico de proteínas, transporte de 

vesículas, ancoramento do citoesqueleto, endocitose mediada por clatrinas, 

sinalização pós-sináptica, regulação transcricional, metabolismo energético e 

apoptose (REINER et al., 2003; CATTANEO et al., 2005; KROBITSCHA E 

KAZANTSEVA, 2011; NGUYEN et al., 2013; LEE et a, 2013; ISMAILOGLU et al, 

2014). 

Os mecanismos moleculares desencadeados pela proteína HTT mutante e a 

forma como esses mecanismos se relacionam permanecem desconhecidos. 

Diversos mecanismos vêm sendo propostos para tentar explicar como a HTT 

mutante atua na patogênese da DH (DUAN, JIANG E JIN, 2014). 

Um dos mecanismos sugere que a proteína mutada sofre proteólise por 

caspases liberando fragmentos tóxicos que pode levar à ativação de outras 

caspases e consequentemente morte celular (GOLDBERG et al,. 1996).  

Outro mecanismo proposto relata a capacidade que a HTT mutante tem de 

formar agregados protéicos com outras moléculas.Estes agregados seriam tóxicos 

para célula (DiFIGLIA et al., 1997; YANG et al., 2002). Por outro lado, alguns 

estudos sugerem que tais agregados seriam uma tentativa da célula de unir 

fragmentos solúveis tóxicos da proteína mutadae que, além disso, tais fragmentos 

induziriam a autofagia de células que possuem esses agregados, o que poderia 
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indicar um papel de neuroproteção (KUEMMERLE et al., 1999; VENTRUTI E 

CUERVO, 2007). 

Outro estudo diz que a proteína mutante atua de forma a reduzir a quantidade 

do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF).Tal fator é responsável pela 

sobrevivência e plasticidade neuronal (ZUCCATO et al., 2001). Além disso, a HTT 

mutante pode causar um excesso de ativação do receptor de glutamato (um dos 

principais neurotransmissores do SNC), o que caracteriza um processo de 

excitotoxicidade (ZUCCATO E CATTANEO, 2010). Os agregados de HTT mutante 

são capazes de sequestrar diversas proteínas, entre elas a proteína TOR, 

importante reguladora negativa do processo autofágico (RAVIKUMAR et al., 2004). 

Um dos mecanismos mais discutidos atualmente é o mecanismo pela qual a 

HTT mutante altera o metabolismo energético por meio de estresse oxidativo, déficit 

de ATP, não armazenamento de cálcio e depleção mitocondrial (DUAN, JIANG E 

JIN, 2014). 

A DH causa atrofia gradual do estriado (núcleo caudado e putâmen). 

Conforme evolução da doença poderá ser observada também perda neuronal em 

outras regiões como: no córtex cerebral (volume global), no globuspallidus, no 

tálamo, no núcleo talâmico, na substância negra e branca, além do cerebelo 

(VONSATTEL, 1985; VONSATTEL E DIFIGLIA, 1998 apud MOHAPEL E REGO, 

2011). Os neurônios mais afetados no estriado são os neurônios espinhosos 

médios, que correspondem a cerca de 95% do número total de neurônios estriatais 

(ALBIN et al., 1989; JOEL E WEINER 1997 apud MOHAPEL E REGO, 2011). 

 

1.2.4 Sintomas, tratamentos e perspectivas 
 

A maior incidência da doença ocorre em indivíduos adultos com idade entre 

35-50 anos. Apenas 10% dos pacientes desenvolvem a doença antes dos 20 anos, 

o que caracteriza a forma juvenil da doença (ZUCCATO  et al., 2010). A forma 

juvenil está normalmente associada a uma expansão de trinucleotídeos CAG maior 

que 60 unidades (ANDRESEN et al., 2006). 

A tríade clínica clássica de sintomas na DH envolve:desordem motora 

progressiva; perda cognitiva progressiva e distúrbios psiquiátricos (DAYALU E 

ALBIN, 2015). 
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Apesar de não ser a única disfunção motora, o movimento involuntário dos 

músculos (coreia) é a característica motora mais evidente da DH. A coreia se inicia 

como movimentos aleatórios nas extremidades distais dos músculos (face e pontas 

dos dedos, por exemplo) e, com evolução da doença, esses movimentos acometem 

uma maior parte dos músculos e tornam-se mais severos (HUNTINGTON, 1872; 

ROOS, 2010; DAYALU E ALBIN, 2015).  

Outras disfunções motoras incluem a disartria (dificuldade na fala, já que os 

músculos utilizados podem ser afetados), ataxia (falta de coordenação nos 

movimentos), bradicinesia (movimento dos músculos voluntário de forma lenta), 

distonia (contração prolongada e rigidez dos músculos) e disfagia (dificuldade na 

deglutição). Disfunções motoras são uma das principais complicações em estágios 

finais da doença. Quedas e ferimentos graves se tornam cada vez mais comum, 

enquanto a disfagia contribui com a perda de peso e aspiração (DAYALU E ALBIN, 

2015). O paciente passa a depender de cuidadores para a execução de atividades 

da rotina diária. 

As funções cognitivas também são afetadas. A progressiva demência causa 

no paciente a perda da capacidade de julgamento, planejamento do futuro, 

compreensão e memorização (ROOS, 2010; ROSENBLATT 2007).  

Os distúrbios psiquiátricos podem incluir depressão, ansiedade, apatia, 

comportamentos obsessivo-compulsivos, vícios, e, ocasionalmente, psicose 

(DAYALU E ALBIN, 2015). 

Os sintomas clínicos apresentados pelos pacientes com DH são semelhantes 

ao de diversas doenças de origem genética, como as ataxias espinocerebelares. 

Dessa forma o diagnóstico molecular é de grande importância para confirmação do 

diagnóstico clínico (SCHNEIDER, WALKER E BHATIA, 2007). 

O diagnóstico diferencial para DH é necessário quando um paciente 

apresenta a combinação de distúrbios do movimento, declínio cognitivo e alterações 

comportamentais e tem resultado negativo para mutação do gene HTT.  A realização 

do diagnóstico molecular auxilia no correto aconselhamento genético (MARTINO et 

al., 2013). 

Doenças com quadros clínicos semelhantes à DH vêm sendo descritas e são 

conhecidas como Huntington’sdiseaselike(HDL). Atualmente são descritas a HDL1, 

HDL2, HDL3 e HDL4 (SCA17) ocasionada por mutações, respectivamente nos 

genes PRNP, JPH3 e TBP. A causa da HDL3 ainda é desconhecida. Além das 
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doenças descritas acima, existem outras que remetem ao quadro clínico da DH 

como a atrofia dentatorubropalidolusiana (DRPLA), coreia acantocitose e as ataxias 

espinocerebelares (GOVERT E SCHNEIDER, 2013). 

A média de duração daDH é de 15-20 anos em adultos (MARGOLIS e ROSS, 

2003; ROSENBLATT, 2007). Enquanto nos casos de DH juvenil, de 7-10 anos. 

Pacientes com a variante de Westphalapresentam os sintomas citados de forma 

mais severa (PETERSÉN et. al, 1999).   

O óbito dos pacientes se dá principalmente pela ocorrência de pneumonia por 

aspiração (ZUCCATO, 2010).  

Atualmente não existe cura ou tratamentos que retardem o início da doença. 

O tratamento atual é paliativo e visa diminuir os sintomas motores e psiquiátricos, 

principalmente. Os sintomas cognitivos são os menos responsivos aos 

medicamentos. Os medicamentos mais utilizados para coreia são 

Tetrabenazina(que pacientes no Brasil ainda não têm acesso) e Amantadina. 

Levodopa é utilizado geralmente nos casos de DH juvenil. Antidepressivos e 

antipsicóticos são utilizados para os distúrbios psiquiátricos. Além dos 

medicamentos, é indicado aos pacientes com DH acompanhamento por 

neurologista, geneticista, fonoaudiologia, fisioterapia e nutricionista (DAYALU E 

ALBIN, 2015; KUMAR et al., 2015). 

O silenciamento gênico é uma potencial estratégia de tratamento da DH. Um 

estudo de 2009 revelou que pacientes europeus com DH exibem um conjunto 

específico de SNPs na expansão CAG e esse conjunto de SNPs poderiam ser alvos 

para silenciamento genético através de oligonucleotídeosantisenso(WARBY et al., 

2009). 

Em 2014, um estudo com camundongos avaliou diversos oligonucleotídeos 

que tinham como alvo o conjunto de SNPs presentes na expansão CAG 

(SOUTHWELL et al, 2014). 

Teve início em julho de 2015, a primeira fase do ensaio clínico para teste da 

droga ISIS-HTTRx (um oligonucleotídeoantissenso) em pacientes europeus e 

canadenses caso vá para fase II o ensaio incluirá a população dos EUA. Essa droga 

foi desenhada para bloqueio da expressão proteína HTT (ISIS PHARMACEUTICAL, 

2015).  
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1.3 Modificadores genéticos da idade de início doen ça de Huntington e 
o gene TBP como modificador 

 

Embora todos aqueles com DH tenham o mesmo tipo de mutação, dois 

indivíduos com exatamente o mesmo número de repetições CAG podem apresentar 

variação na idade de início da doença, além da variada sintomatologia, por isso, é 

pouco provável que apresentem a mesma progressão da doença ou então venham a 

óbito após duração igual da DH (GUSELLA E MACDONALD, 2009). 

O determinante mais crítico da idade de início da DH é o número de 

repetições CAG no gene HTT.  O número de repetições trinucleotídicas CAG explica 

aproximadamente 70% da idade de início da doença (RUBINSZTEIN et al., 1997; 

DJOUSSÉ et al., 2003; WEXLER et al., 2004). Os outros 30% são atribuídos a 

genes modificadores ou fatores ambientais (RUBINSZTEIN et al., 1997).   

Uma análise realizada no Brasil mostrou resultados em que a idade de início 

e o número de repetições CAG estão correlacionados negativamente em 84% na 

amostra brasileira estudada (AGOSTINHO et al., 2012).  

Um estudo demonstrou que as variações na idade de início da doença não 

explicadas pelas repetições CAG do HTT, podem ser atribuídas em 40% a outros 

genes e 60% ao ambiente (WEXLER et al., 2004). 

Diferentes modificadores genéticos podem atuar em diferentes estágios da 

vida e em diferentes fenótipos da doença (GUSELLA E MACDONALD, 2009).  

Um dos primeiros estudos que investigou o efeito modificador na idade de 

início da DH provocado por um gene localizado em cromossomo diferente do gene 

HTT mostrou que o gene GRIK2, responsável por codificar uma das subunidades do 

receptor de glutamato, poderia influenciar em 13% a idade de início não explicada 

pelo número de repetições CAG do gene HTT(RUBINSZTEIN et al., 1997). Mais 

tarde, um estudo com 258 pacientes revelou que a região polimórfica TAA localizada 

em 3’UTR de GRIK2 apresentando 16 repetições estaria relacionada com a 

antecipação da doença em cinco anos  em relação àqueles que possuíam um 

número de repetições TAA diferente (MACDONALD et al., 1999). 

Em 2003, LI et al. realizaram um estudo de associação do genoma 

(GenomewideScan) para verificar possíveis variações em comum nos pacientes com 

DH. O estudo sugeriu como possíveis modificadores genes localizados em 4p16, 

6p21-23 e 6q24-26. Outro estudo de associação de genoma utilizando metodologia 



33 
 

e populações diferentes indicaram como possíveis modificadores genes localizado 

em 2p25, 2q35, 6q22, 5p14 e 5q32 (GAYÁN et al, 2008). 

O gene TBP, localizado no cromossomo 6q27 humano, codifica a proteína de 

ligação à região TATA Box (TATA Box BindingProtein), um fator transcricional 

necessário para início da transcrição pelas RNA polimerase I, II e III (REID et al, 

2009). 

O domínio N-terminal da TBP é bem conservado, sendo caracterizado por 

uma região de repetição de glutamina, codificadas no DNA pelas repetições 

CAG/CAA. Em humanos, esta região está sujeita a variação alélica em que os 

indivíduos normais possuem até 42 resíduos de glutamina. No entanto, em raros 

indivíduos, expansões acima de 42 resíduos de glutamina levam ao 

desenvolvimento da doença conhecida como Ataxia Espinocerebelar 17 ou HDL4 

(NAKAMURA et al., 2001), que pode ser utilizada para diagnóstico diferencial da DH. 

A proteína TBP normal já foi encontrada em maiores níveis no cérebro de 

pacientes com DH juntamente com a huntingtinamutada quando comparados ao 

cérebro de pacientes do grupo controle, o que sugere que essa proteína pode 

exercer um papel no processo da doença (VAN ROON-MOM et al., 2002).  

OHI et al. (2009) forneceram evidências de que variações no número de 

repetições CAG/CAA do gene TBP estão associadas com risco de esquizofrenia, 

idade de início e função pré-frontal do cérebro. 

MONTCEL et al. (2014) propuseram que a idade de início de diferentes tipos 

de ataxias espinocerebelares (SCA), causadas por expansões de glutamina (CAG), 

poderiam ser influenciadas pelo número normal de glutaminas codificadas por outros 

genes. Esse estudo revelou que o número de repetições do gene TBPinfluencia na 

idade de início da ataxia espinocerebelar7 (SCA7). 

A busca por modificadores genéticos pode auxiliar no entendimento da 

patogênese da DH e oferecer informações para o desenvolvimento de novos 

fármacos. Além disso, o conhecimento de modificadores genéticos e a forma como 

eles alteram a idade de início da doença permitem um melhor aconselhamento 

genético (GUSELLA et al, 2014).  

Dessa forma, se torna imprescindível a busca por modificadores genéticos da 

doença que contribuiriam para a variação não somente da idade de início dos 

sintomas motores como também de outras características fenotípicas da DH. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 

Investigar as repetições trinucleotídicas dos genesHTTe TBP,assim como, 

relacionar as repetições CAG do gene HTT e CAG/CAA do gene TBP com a idade 

relatada de início da doença de Huntington em uma coorte brasileira.  

 

2.2 Objetivos específicos 
 

• Determinar o número de repetições CAG do gene HTT para o diagnóstico 

da doença.  

• Padronizar técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) para 

amplificação da região CAG/CAA do gene TBP.  

• Determinar o número de repetições CAG/CAA do gene TBP.  

• Relacionar os dados referentes às repetições CAG do gene HTT com os 

referentes às repetições CAG/CAA do gene TBP e a idade de início da doença. 

• Realizar análise intra e intergeracional das repetições CAG do HTTe das 

repetições CAG/CAA do TBP. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os pacientes foram provenientes de atendimentos no Ambulatório de 

Genética do Hospital Universitário Gaffrée Guinle (UNIRIO) e de famílias 

cadastradas na Associação Brasil Huntington, residentes no Estado do Rio de 

Janeiro, além daqueles residentes no Estado de Minas Gerais, principalmente da 

cidade de Ervália.  

Os indivíduos foram selecionados segundo os seguintes critérios: idade maior 

ou igual a 18 anos, quadro clínico semelhante à DH e/ou histórico familial da 

doença.  

Os pacientes sem histórico familial que possuem o quadro clínico 

característico não foram excluídos, e os indivíduos com histórico familial e sem o 

quadro clínico puderam participar quando expressaram tal desejo, com o devido 

apoio psicoterapêutico, ou só doaram amostra para pesquisa.  Os indivíduos que 

foram testados trouxeram uma solicitação médica para a realização do exame 

molecular para DH. Menores de 18 anos, indivíduos de nacionalidade estrangeira e 

adotados por suas famílias não fizeram parte deste estudo. 

Os pacientes que fizeram parte do estudo assinaram o “Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido” concordando com os termos da pesquisa.  Além 

disso, durante atendimento foram obtidas e tabuladas as informações sobre histórico 

familial, idade de início da doença e sintomas. 

Os heredogramas de cada família foram construídos utilizando a versão 

gratuita do programa GenoPro 2007. 

A idade de início considerada foi aquela relatada pelo paciente (ou seu 

cuidador) como sendo o início da manifestação de sintomas sugestivos de DH 

notado pelo próprio paciente ou familiar. Este projeto foi aprovado pelo CEP HUGG 

sob número 03/2009, segundo MEMO CEP-HUGG 15/2009. 

 

3.1 Coleta de sangue 
 

Foram coletados de 1-3 mL de sangue periférico (tubo com EDTA) ou swab 

proveniente de raspados da mucosa oral para a análise molecular. O material 
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biológico foi armazenado em geladeira a 4ºC até a extração de DNA. Cada paciente 

forneceu material em duplicata. 

 

3.2 Extração de DNA 
 

A extração de DNA foi realizada conforme protocolo do Kit 

illustrabloodgenomicPrep Mini Spin, GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra. 

Pelo menos duas extrações de DNA de pacientes, em dias distintos, foram 

realizadas. 

O método utilizado fez uso de agente capaz de romper as membranas 

celulares, havendo posterior ligação da molécula de DNAà membrana de sílica do 

tubo do Kit.  

A proteinase K foi utilizada para digestão das proteínas das amostras, sendo 

tal enzima ativa na presença de EDTA e detergentes. Contaminantes foram 

removidos por lavagem da membrana de sílica com uma solução contendo etanol. 

Finalmente, ao DNA foi adicionado tampão de baixa força iônica que rompe a 

ligação com a sílica, permitindo a eluiçãodo DNA para posterior utilização.  

As etapas da extração podem ser observadas na figura abaixo: 

 

Figura 3.1: Etapas da extração de DNA. ( Kit BloodGenomicPrep Spin, GE Healthcare) 
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3.3 PCR 
 

As regiões genéticas alvo deste estudo foram amplificadas pela técnica de 

PCR, utilizando primers específicos.  

 

3.3.1 Amplificação da região CAG do gene HTT 
 

A determinação do número de repetições CAG do gene HTT foi feita segundo 

protocolo proposto por Agostinho et al (2012), e confirmado por Chris Kay, do 

laboratório do Dr. Hayden - Huntington DiseaseResearchGroup, Centre for Molecular 

Medicine andTherapeutics (Universityof British Columbia, Vancouver, Canada), 

utilizando protocolo descrito em Andrew et al. (1994). 

Em relação às reações de PCR realizadas em nosso laboratório, a primeira 

PCR teve o objetivo de amplificar a região CAG do gene HTT. Os primersutilizados 

foram o HD1-6FAM (senso) e HD3 (antissenso) na concentração de 10 ρmols/µL 

cada (tabela 3.1), além da enzima GoTaq® Green Master Mix,Promega, 

Wisconsin, EUA, contendo 1,5 mM de MgCl2  e 200 µM de cada dNTP, e 20-100 ηg 

de DNA. As temperaturas utilizadas foram: 1 ciclo 94ºC por 5 min, 35 ciclos 94ºC por 

1 min, 59,1ºC por 1 min e 72ºC por 2 min, um ciclo final de 72ºC por 50 min 

(AGOSTINHO et al., 2012). 

 

3.3.2 Amplificação da região CAG/CAA do gene TBP 
 

Para amplificar a região CAG/CAA do gene TBPfoi utilizada o segundo tipo de 

PCR. Os primers(tabela 3.1) utilizados foram provenientes do estudo de KOIDE et al. 

(1999) e o ciclo utilizado descrito em OHI et al. (2009). Os primersutilizados foram o 

TBP-F (senso) e TBP-R (antissenso) na concentração de 5ρmols/µL cada (tabela 

3.2), além da enzima GoTaq® Green Master Mix, Promega, Wisconsin, EUA, 

contendo 1,5 mM de MgCl2  e 200 µM de cada dNTP, e 10-50 ηg de DNA. 
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Tabela 3.1: Primers utilizados para amplificação da  região CAG/CAA do gene TBP 

Primer Sequência  
do primer 

Tamanho 
 do primer (pb) 

TBP-F 5’ GACCCCACAGCCTATTCAGA 3’ 20 

TBP-R 5’ TTGACTGCTGAACGGCTGCA 3’ 20 

 

As temperaturas utilizadas foram: 1 ciclo 94ºC por 10 min, 30 ciclos de 94ºC 

por 1 min, 60ºC por 1 min e 72ºC por 1 min e um ciclo final de 72ºC por 10 min. 

Antes de realizar a reação de PCR para amplificação de região de interesse 

do gene TBP, foram analisados alguns parâmetros dos primers descritos pelo 

programa online (OligoCalc: 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html): como percentual GC, 

temperatura de hibridização, possível formação de dímeros e grampos.   

Posteriormente, foi realizada a PCR in silico no site 

UCSCGenomeBioinformatics(https://genome.ucsc.edu/) para verificação da região 

amplificada pelos primers. 

Vale ressaltar que as condições iniciais do experimento foram testadas in 

vitro, tais como: concentrações de primerse DNA, até se chegar à condição ideal de 

5ρmols/µL de cada primer e aproximadamente 10-20 ηg de DNA. 

 

3.4 Detecção dos fragmentos ( amplicons) produzidos pela PCR 
 

Após a PCR, os produtos de amplificação (amplicons) foram detectados por 

eletroforese capilar por meio da análise de fragmentos no aparelho ABI 3500 da Life 

Technologies,AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA. 

Os picos dos amplicons obtidos por meio da eletroforese capilar foram 

analisados pelo programa GeneMapper SW V4.1do analisador genético ABI 3500. 

Os picos de ambas as reações foram selecionados manualmente (figura 3.2) de 

acordo com alguns critérios: 

• O pico principal é acompanhado de 1-5 picos anteriores denominados 

stutters. 

•  O pico principal é aquele que apresenta uma maior intensidade de 

fluorescência;  
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• A diferença de tamanho em pares de base (pb), entre os stutters e os picos 

principais observados, é de 3pb; 

• Foram considerados fragmentos inespecíficos amplificados aqueles sem a 

ocorrência de stutters. 

• No caso de heterozigose, o menor alelo (aquele que apresenta um menor 

número de pares de base), geralmente, possui uma maior intensidade de 

fluorescência quando comparado ao segundo alelo da mesma amostra devido à 

facilidade em se amplificar fragmentos com menor número de repetições 

trinucleotídicas.  

 

 

Figura 3.2: Eletroferograma fornecido pelo software  GeneMapper. 
Legenda:Eixo X: tamanho em  pb . Eixo Y: unidades de fluorescência (UF). Picos azuis vazios: 
Stutters. Picos azuis cheios: picos principais (alelos específicos da PCR). 
 

3.5 Cálculo do número de repetições trinucleotídica s 
 

3.5.1 Cálculo do número de repetições CAG do gene HTT 
 

O cálculo do número de repetições CAG do gene HTT foi realizado como 

anteriormente citado em Agostinho et al. (2012) e confirmado por Chris Kay, do 

laboratório do Dr. Hayden - Huntington DiseaseResearchGroup, Centre for Molecular 

Medicine andTherapeutics (Universityof British Columbia, Vancouver, Canada), 

utilizando protocolo descrito em Andrew et al. (1994).  

 

 

00000000000000000 



 

3.5.2 Cálculo da região CAG/CAA do gene 
 

Em cada um dos dois 

ampliconincluiu a repetição trinucleotídica polimórfica,

hibridação dos primers e região não polimórfica do gene 

Figura 3.3: Regiões do produto de PCR do gene 
Legenda: Região rosa: hibridação do primer TBP
(49 pb). Pares de base representados em letras vermelhas
CAG/CAA (variável). Região amarela: hibridação do primer TBP
 

O número de repetições trinucleotídicas em cada 

meio da subtração do número total de pb

regiões não polimórficas (B), menos o número de pb da região de hibridação do 

primer TBP-F (C) e do 

(tabela 3.4). Se o resultado era um número decimal este foi aproximado para 

unidade acima se maior ou igual a 0,50, e para 

que 0,50. 

O número de repe

de repetições trinucleotí

pode ocorrer devido a m

 

Tabela 3.2: Cálculo realizado para determinação do número de re petições trinucleotídicas 

Fórmula: (A

 

3.6 Análise estatística
 

Foram utilizados os programas GraphPadPrism6 e SPSS.

Total do 
amplicon 

detectado (pb) 
(A) 

Região não 
polimórfica

(B) 

203 49 

Cálculo da região CAG/CAA do gene TBP 

um dos dois alelos do gene TBP, o tamanho empb

luiu a repetição trinucleotídica polimórfica, mais 

e região não polimórfica do gene TBP (Figura 3.3

Regiões do produto de PCR do gene TBP. 
Região rosa: hibridação do primer TBP-F (20 pb). Região azul claro: região não polimórfica 

(49 pb). Pares de base representados em letras vermelhas em negrito: repetições trinucleotídicas 
CAG/CAA (variável). Região amarela: hibridação do primer TBP-R (20 pb). 

O número de repetições trinucleotídicas em cada amplicon

meio da subtração do número total de pbdetectado (A), menos o númer

regiões não polimórficas (B), menos o número de pb da região de hibridação do 

F (C) e do primer TBP-R (D). O total da subtração foi dividido por 3 

(tabela 3.4). Se o resultado era um número decimal este foi aproximado para 

cima se maior ou igual a 0,50, e para uma unidade abaixo quando menor 

etições final pode variar ±1 devido à ins

ídicas no momento da replicação. Além

matriz utilizada na análise de fragmento. 

Cálculo realizado para determinação do número de re petições trinucleotídicas 
CAG/CAA do gene TBP. 

A)-[(B)+(C)+(D)] /3= Número de repetições CAG/CAA.

Análise estatística  

Foram utilizados os programas GraphPadPrism6 e SPSS. 

Região não 
polimórfica  

Região de 
hibridação  

do primer TBP-F 
(pb) 
(C) 

Região de 
hibridação  

do primer TBP-
R(pb) 

(D)  

Resultado de 

20 20 

40 

, o tamanho empb do 

mais duas regiões de 

(Figura 3.3).  

 

F (20 pb). Região azul claro: região não polimórfica 
: repetições trinucleotídicas 

ampliconfoi determinado por 

detectado (A), menos o número de pb das 

regiões não polimórficas (B), menos o número de pb da região de hibridação do 

subtração foi dividido por 3 

(tabela 3.4). Se o resultado era um número decimal este foi aproximado para uma 

baixo quando menor 

stabilidade da região 

m disso, a variação 

Cálculo realizado para determinação do número de re petições trinucleotídicas 

)] /3= Número de repetições CAG/CAA. 

 

Resultado de 
A-(B+C+D)/3 

Número 
de 

repetições 
CAG/CAA  

114/3 38 
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A normalidade dos dados foi analisada por meio dos testes Shapiro-Wilke 

D'Agostino & Pearson. 

Foi realizada correlação de Pearson e regressão linear (simples e múltipla) 

para análise da influência do número de repetições (variáveis independentes) na 

idade de início dos sintomas motores (variável dependente).Anova foi utilizada para 

verificar a influência das variáveis independentes na variável dependente no modelo 

de regressão múltipla. 

Comparação entre grupos foi realizada através do teste t de Student quando 

dados eram paramétricos e testeMann–WhitneyU para dados não paramétricos. O 

valor de p<0,05 foi considerado significante. 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Indivíduos investigados 
 

Foram coletadas amostras de sangue periférico e/ou mucosa oral de 104 

indivíduos, maiores de 18 anos, residentes no estado do Rio de Janeiro e Minas 

Gerais. Dentre eles, 50 eram naturais do Estado do Rio de Janeiro, 40 do Estado de 

Minas Gerais, nove de Espírito Santo, dois do Estado de São Paulo, um da Bahia, 

um do Maranhão e um do Pará.  

Dentre o total de indivíduos, 51 eram do sexo feminino e 53 do masculino.  

Dos testados molecularmente para HTT e TBP, 67 apresentavam sintomas 

sugestivos de DH (coreia, dificuldade na fala, dificuldade na marcha e/ou rigidez 

muscular acompanhado ou não de emagrecimento de aproximadamente 10 kg, 

episódios de sociofobia) e 37 eram assintomáticos.  

 

4.2 Investigação dos alelos HTT 
 

4.2.1 Teste molecular de DH nos indivíduos da amost ra 
 

 Dos 104 indivíduos testados, em relação ao gene HTT, 72 apresentaram o 

resultado molecular positivo para DH (≥ 36 repetições CAG) e 32 apresentaram o 

resultado molecular negativo (< 36 repetições CAG) (gráfico 4.1). 

 

 

Gráfico 4.1: Resultado do teste molecular para diag nóstico de DH. 
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4.2.2 Alelos CAG do gene HTT de indivíduos molecularmente negativos 
para DH 

 

 Entre os 32 indivíduos diagnosticados como molecularmentenegativos para 

DH, 29 eram assintomáticos e três tinham sintomas semelhantes à DH.  

 Vinte e seis indivíduos eram heterozigotos e 6 homozigotos. Todos os 

homozigotos apresentaram 17 repetições CAG em cada alelo. 

 O número de repetições CAG em indivíduos molecularmentenegativos para 

expansões CAG no HTTvariou de 12 a 30repetições com uma média de 19±4 

repetições (mediana de 17). O alelo de maior frequência entre os normais foi aquele 

que apresentava 17 repetições CAG. 

 Em relação à classificação dos alelos, 94% (60 alelos) foram classificados 

como normais e 6% (4 alelos) como normais mutáveis (ou alelos intermediários). 

 

 
Gráfico 4.2: Número de alelos HTT detectados em indivíduos genotipicamente negativos  para 

expansões CAG  (n = 64 alelos) 
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4.2.3 Alelos CAG do gene HTTde indivíduos molecularmente positivos 
para DH 

 

Entre os 72 indivíduos diagnosticadosmolecularmente como positivos para 

DH, 64 eram sintomáticos e 8 assintomáticos. 

Todos os indivíduos com resultados de testes moleculares positivos para DH 

eram heterozigotos, apresentando um alelo expandido (≥ 36 repetições CAG) e outro 

não expandido (< 36 repetições CAG). 

O número de repetições CAG dos alelos não expandidos (cromossomos 

normais) em indivíduos molecularmentepositivos para DH variou de 14 a 30 

repetições, com uma média de 19±4 e mediana de 17. O alelo normal com maior 

frequência apresentou 17 repetições. 

As repetições CAG nos alelos expandidos variaram de 39 a 62 repetições, 

(média 45 ±4, mediana 44).  Os alelos expandidos com maior frequência 

apresentaram 44 repetições CAG. 

Em relação à classificação dos alelos não expandidos, 94% (68 alelos) foram 

classificados como normais e 6% (4 alelos) como normais mutáveis (intermediários). 

Já entre os expandidos, 1% (1 alelo) foi classificado como alelo de penetrância 

reduzida e 99% (71 alelos) como de penetrância completa. 

 

 

Gráfico 4.3: Número de alelos HTT detectados em indivíduos genotipicamente positivos para 

expansões CAG (n =144 alelos; 72 normais e 72 expan didos). 
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Em relação a suspeita de transmissão do alelo expandido, dos 72 indivíduos 

diagnosticadosmolecularmente como positivos, cinco indivíduos não souberam 

informar qual progenitor (pai ou mãe) era afetado, pois não tinham esta informação 

devido ao óbito precoce dos pais; 31 indivíduos informaram ser o alelo mutado de 

origem materna e outros 36, de origem paterna (gráfico 4.4). 

 

 

Gráfico 4.4: Transmissão relatada do alelo expandid o. 

 

4.2.4 Influência das repetições CAG do gene HTT na idade de início da 
DH 

 

Dentre os 72 indivíduos diagnosticadosmolecularmente com DH, 64 eram 

sintomáticos e tiveram a idade de início relatada. Essa idade variou de 18 a 67 anos, 

com uma média de 42 ±10 anos.  

 A correlação encontrada entre o tamanho dos alelos CAG e a idade de início 

da DH foi estatisticamente significante, sugerindo correlação forte e negativa entre 

as variáveis (r de Pearson = - 0,81; p<0,0001). Além disso, o número de repetições 

CAG em nossa amostra explica 66% (R2=0,66; p<0,0001) da variação na idade de 

início (gráfico 4.5). 
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Gráfico 4.5: Influência do número de  repetições CA G expandidas do gene HTT na idade de 
início da doença (n=64). 

 

4.3 Investigação dos alelos TBP 
 

4.3.1 Análise dos primerse da PCR 
 

A análise dos dois primerspropostos por Koideet al. (1999)revelou que ambos 

possuíam um percentual GC de 55% e temperatura de hibridização de 60.5°C. Além 

disso, nenhum dos primers possuía potencial para formação de estruturas 

secundárias como os dímeros e hairpins (figuras 4.1 e 4.2). 
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Figura 4.1: Análise dos parâmetros % CG e temperatu ra dos primers por meio do programa 
OligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotoo ls/oligocalc.html). 

Painel A: primer foward. Painel B: primer reverse 
 

 

Figura 4.2: Análise dos potenciais de formação de d ímeros e grampos pelos primers no 
programa OligoCalc(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligoca lc.html). 

Painel A: primer foward. Painel B: primer reverse 
 

A reação de PCR in silico mostrou que os primers analisados amplificam a 

região de interesse do estudo (figura 4.3): 

>chr6:170870938+170871140 203bp GACCCCACAGCCTATTCAGA TTGACTGCTGAACGGCTGCA 
 
GACCCCACAGCCTATTCAGAacaccaatagtctgtctattttggaagagc 
aacaaaggcagcagcagcaacaacaacagcagcagcagcagcagcagcag 
caacagcaacagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagca 
gcagcagcagcagcagcaacaggcagtggcagcTGCAGCCGTTCAGCAGT 
CAA 

 

Figura 4.3: PCR in silico no site UCSC Genome Bioinformatics(https://genome. ucsc.edu/) 
Legenda: Região amarela: primer foward. Região rosa: primerreverse. Região cinza: repetições 
CAG/CAA do gene TBP 
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Na primeira PCR utilizou-se o ciclo já descrito na seção 3.3.2 com 10 

ρmols/uL de primer e 20-100 ηg/uL de DNA aproximadamente. Sob essas condições 

os eletroferogramas apresentaram picos com “estouro de sinal”. Com isso, foram 

realizadas algumas variações na concentração de DNA e primer. De tais variações, 

a que determinou melhor resultado foi a reação em que utilizamos 5ρmols/uL de 

primer e aproximadamente 10-50 ηg/uL de DNA aproximadamente (figura 4.4) 

 

 

 

Figura 4.4:Eletroferogramas dos ampliconsreferentes às regiões polimórficas CAG/CAA do 
gene TBP. 
Legenda: Os picos principais estão marcados em azul. 
 

4.3.2 Alelos TBP de indivíduos molecularmente negativos e positivos 
para DH 

 

Os alelosTBP de indivíduos molecularmente negativos para DH, em relação 

às repetições CAG/CAA variaram de 27 a 37 repetições, com um valor médio de 33 

± 2 repetições (mediana 34). Sendo o alelo mais frequente aquele com 34 repetições 

CAG/CAA (gráfico 4.6). 

A maioria dos indivíduos molecularmente negativos para DH (84%) é 

heterozigota para os alelos do gene TBP. 
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Gráfico 4.6: Número de alelos TBP detectados em indivíduos genotipicamente negativos  para 
DH (n = 64 alelos). 

 Os alelosTBP de indivíduosmolecularmente positivos para DH possuíam de 

23 a 38 repetições, com um valor médio de 34 ± 2 repetições e mediana de 34. O 

alelo mais frequente mostrou 36 repetições CAG/CAA (gráfico 4.7). 

A maioria dos indivíduos molecularmentepositivos (81%) era heterozigota 

para o alelo TBP. 

 

Gráfico 4.7: Número de alelos TBP detectados em indivíduos genotipicamentepositivosp ara 
DH (n=144). 
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 A comparação entre os grupos de indivíduos molecularmente positivos e 

negativos para DH mostrou que não existe diferença significante entre o número de 

repetições CAG/CAA dos alelos TBP entre os grupos estudados (p>0,05) (gráfico 

4.8). 

 

Gráfico 4.8: Comparação das medianas dos números de  repetições CAG/CAA dos alelos TBP 
entre indivíduos diagnosticados molecularmente como  negativos e positivos para DH. 

(p>0,05) (n=144 alelos positivos, n=64 alelos negativos) 
 

4.3.3 Influência das repetições CAG/CAA do gene TBPna idade de início 
da DH 

 

A correlação entre o maior número de repetições CAG/CAA do alelo TBP e a 

idade de início da DH relatada por 64 indivíduos diagnosticadosmolecularmente 

como positivos para DH, revelou que não existe associação e nem influência 

significativa (p>0,05) do alelo TBP com maior número de repetições CAG/CAA na 

idade de início da doença (gráfico 4.9).  
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Gráfico 4.9: Influência do número de repetições CAG /CAA do maior alelo TBP na idade de 
início da DH(n=64). 

 
A comparação, entre idade de início da DH em indivíduos que possuem pelo 

menos um dos alelos com ≤35 repetições CAG/CAA, com a idade de início da DH 

em indivíduos com alelos que somente possuem >35 repetições (gráfico 4.10), 

revelou que indivíduos com >35 repetições possuem uma tendência a uma idade de 

início mais tardia apesar dessa tendência não ser estatisticamente significante 

(p>0,05). 

 
Gráfico 4.10: Comparação entre idade de início de i ndivíduos afetados pela DH que possuem 
pelos menos um dos alelos com  ≤35 repetições CAG/CAA e indivíduos com >35 repetiçõ es 

CAG/CAA  em seus dois alelos. (p>0,05, n de indivíduos com ≤35 repetições = 31; n de indivíduos 
com >35 repetições=33) 
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4.3.4 Genótipos TBP 
 

Em relação aos genótipos TBP de indivíduos molecularmentenegativos para 

DH, foram identificados 18 genótipos diferentes (Tabela 4.1). Os genótipos mais 

frequentes nesses indivíduos, sendo apresentados por quatro indivíduos cada, foram 

(CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)34e(CAG/CAA)34/(CAG/CAA)36. A frequência relativa desses 

genótipos representa 26% do total. 

Entre os molecularmentepositivos para DH, foram identificados 29 genótipos 

diferentes (tabela 4.2). Sendo o mais frequente o genótipo (CAG/CAA)34/ 

(CAG/CAA)35, sendo apresentado por nove indivíduos, representando 13% dos 

genótipos totais. 

Indivíduos molecularmentepositivos para DH, com mesmo genótipo TBP e 

com idade de início relatada, apresentaram variação entre si na idade de início da 

DH (tabela 4.2).  

 

Tabela 4.1:Frequência de genótipos dos alelos TBP de indivíduos molecularmente negativos 
para DH 

Genótipo Frequência  
Absoluta 

Frequência  
Relativa (%) 

(CAG/CAA)27 /(CAG/CAA)32 1 3 
(CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)36 2 6 
(CAG/CAA)29 / (CAG/CAA)30 1 3 
(CAG/CAA)29 /(CAG/CAA)37 1 3 
(CAG/CAA)30 /(CAG/CAA)36 1 3 
(CAG/CAA)31 /(CAG/CAA)33 1 3 
(CAG/CAA)32 /(CAG/CAA)33 1 3 
(CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)34 2 6 
(CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)33 1 3 
(CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)34 4 13 
(CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)35 2 6 
(CAG/CAA)34 /(CAG/CAA)34 3 9 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 3 9 
(CAG/CAA)34 /(CAG/CAA)36 4 13 
(CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)35 1 3 
(CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)36 2 6 
(CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)37 1 3 

Total 32 100% 
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Tabela 4.2: Frequência de genótipos dos alelos TBP de indivíduos molecularmente positivos 
para DH e a idade de início para cada genótipo 

Genótipo Frequência  
Absoluta 

Frequência  
Relativa (%) 

Idade de Início da DH  

1) (CAG/CAA)23 /(CAG/CAA)36 1 1 47         
2) (CAG/CAA)26 /(CAG/CAA)34 1 1 40         
3) (CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)33 1 1 44         
4) (CAG/CAA)27 /(CAG/CAA)34 2 3 50 50        
5) (CAG/CAA)27 /(CAG/CAA)36 1 1 54         
6) (CAG/CAA)29 / (CAG/CAA)30 1 1 -         
7) (CAG/CAA)30 /(CAG/CAA)35 1 1 50         
8) (CAG/CAA)30 / (CAG/CAA)36 1 1 54         
9) (CAG/CAA)31 /(CAG/CAA)34 1 1 40         
10) (CAG/CAA)31 / (CAG/CAA)35 2 3 35 38        
11) (CAG/CAA)32 /(CAG/CAA)33 1 1 38         
12) (CAG/CAA)32 /(CAG/CAA)34 2 3 35 43        
13) (CAG/CAA)32 /(CAG/CAA)35 1 1 42         
14) (CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)37 1 1 38         
15) (CAG/CAA)32 /(CAG/CAA)38 1 1 43         
16) (CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)33 5 7 - 25 32       
17) (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 3 4 24 28 40       
18) (CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)35 5 7 - 35 38 50 53     
19) (CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)36 6 8 - 32 39 36 50 56    
20) (CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)37 1 1 55         
21) (CAG/CAA)34 /(CAG/CAA)35 9 13 - - - 28 32 40 41 45 51 
22) (CAG/CAA)34 /(CAG/CAA)36 8 11 22 40 41 42 44 45 55 67  
23) (CAG/CAA)34 /(CAG/CAA)37 1 1 40         
24) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)35 2 3 18 32        
25) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)36 3 4 22 53 60       
26) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)37 1 1 25         
27) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)38 1 1 42         
28) (CAG/CAA)36 /(CAG/CAA)36 7 10 - 34 46 48 53 46 55   
29) (CAG/CAA)36 /(CAG/CAA)37 2 3 36 43        

Total 72 100%          
Tabela 4.2 : (-) indivíduos assintomáticos ou que não souberam relatar a idade de início dos 

sintomas, com diagnóstico molecular positivo para DH. 

 

4.4 Correlação entre o número de repetições CAG dos  alelos HTTe 
CAG/CAA dos alelos TBPe a idade de início da DH 

 

4.4.1 Regressão múltipla 
 

Quando adicionamos a um modelo de regressão múltipla as variáveis 

independentes htt_maior (maior alelo HTT), htt_menor (menor alelo HTT), 

tbp_menor (menor alelo TBP) e tbp_maior (maior alelo TBP), sendo a variável 
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dependente a idade de início da doença relatada pelo paciente ou cuidador, 

observamos que o modelo com as variáveis adicionadas para regressão explica 

66% da idade de início da Doença de Huntington (R2 = 0,66;p<0,0001) (tabela 4.3). 

Apesar disso, a única variável significativa (p <0,0001) para o modelo foi a 

htt_maior(maior alelo HTT)(tabela 4.4). 

 

Tabela 4.3: Valores obtidos pelo modelo de regressã o 

R2 R2 ajustado F Significância  

0,68 0,66 31,50 < 0,0001 

 

 

Tabela 4.4: Coeficientes de regressão e nível de si gnificância. 

Variável Independente B t Significância 
(p valor) 

htt_menor -0,275 -1,224 0,226 

htt_maior -1,787 -10,256 <0,0001 

tbp_menor -0,208 -0,638 0,526 

tbp_maior 0,667 0,961 0,341 

 

4.4.2 Genótipos HTT e TBP associados 
 

Quando associamos os alelos do gene HTT com os alelos do gene TBP, de 

indivíduos molecularmentenegativos para DH, foram encontrados 31 genótipos 

diferentes (tabela 4.5). O genótipo (CAG)17(CAG)19HTT/ 

(CAG/CAA)27(CAG/CAA)36TBP foi apresentado por dois indivíduos, todos os outros 

genótipos com outras combinações de alelos HTT e TBPforam apresentados por 

apenas um indivíduo molecularmente negativo.  
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Tabela 4.5:Frequência de genótipos dos alelos  HTT e alelos TBP associados,em indivíduos 
molecularmente negativos para DH 

Genótipo HTT Genótipo TBP Frequência 
Absoluta 

Frequência 
Relativa (%) 

(CAG)12 / (CAG)17 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 3 
(CAG)14/ (CAG)21 (CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)36 1 3 

(CAG)15/ (CAG)17 
(CAG/CAA)31 / (CAG/CAA)33 1 3 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 3 

(CAG)15 / (CAG)19 (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG)15 / (CAG)25 (CAG/CAA)29 / (CAG/CAA)37 1 3 
(CAG)16/ (CAG)30 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)34 1 3 

(CAG)17 / (CAG)17 

(CAG/CAA)29 / (CAG/CAA)30 1 3 
(CAG/CAA)30 / (CAG/CAA)36 1 3 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)35 1 3 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 3 

(CAG)17/ (CAG)18 

(CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)33 1 3 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)34 1 3 

(CAG)17 / (CAG)19 
(CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)36 2 6 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 1 3 

(CAG)17 / (CAG)20 
(CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)32 1 3 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 3 
(CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)35 1 3 

(CAG)17 /(CAG)21 
(CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)33 1 3 
(CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)37 1 3 

(CAG)17 / (CAG)23 (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)35 1 3 
(CAG)17 / (CAG)27 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 3 
(CAG)17 / (CAG)30 (CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)36 1 3 
(CAG)18 / (CAG)19 (CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG)18/ (CAG)30 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 3 
(CAG)19 / (CAG)20 (CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)34 1 3 
(CAG)23 / (CAG)25 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 3 

Total 32 100 

 

Entre os indivíduos positivosmolecularmente para DH, com relação aos alelos 

dos genes HTT e TBP analisados em conjunto, foram encontrados 67 genótipos 

diferentes (tabela 4.6), sendo o mais frequente o genótipo (CAG)17(CAG)41/ 

(CAG/CAA)36(CAG/CAA)36 apresentado por três indivíduos. O segundo genótipo 

mais frequente foram os genótipos (CAG)17(CAG)42/ (CAG/CAA)33(CAG/CAA)36, 

(CAG)17(CAG)44/(CAG/CAA)34(CAG/CAA)35 e 

(CAG)20(CAG)43/(CAG/CAA)34(CAG/CAA)36  apresentados por dois indivíduos cada. 

 

 

 



56 
 

Tabela 4.6: Frequência dos genótipos dos alelos TBP e HTT associados, em indivíduos 
molecularmente positivos para DH e idade de início 

Genótipo HTT Genótipo TBP Frequência 
Absoluta 

Frequência 
Relativa (%) 

Idade de Início 
da DH 

(CAG)14 / (CAG)41 (CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)36 1 1 54   
(CAG)14 / (CAG)44 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 1 41   
(CAG)14 / (CAG)52 (CAG/CAA)31 / (CAG/CAA)35 1 1 35   

(CAG)15 / (CAG)44 
(CAG/CAA)26 / (CAG/CAA)34 1 1 40   
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 1 1 40   
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)35 1 1 53   

(CAG)15 / (CAG)46 
(CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)37 1 1 38   
(CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)38 1 1 43   

(CAG)15/ (CAG)48 
(CAG/CAA)23 / (CAG/CAA)36 1 1 47   
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)33 1 1 32   

(CAG)16/ (CAG)40 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 1 -   
(CAG)16 / (CAG)51 (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)35 1 1 35   

(CAG)17 / (CAG)40 
(CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)34 1 1 50   
(CAG/CAA)30 / (CAG/CAA)36 1 1 54   

(CAG)17 / (CAG)41 

(CAG/CAA)30 / (CAG/CAA)35 1 1 50   
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 1 55   
(CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)36 1 1 60   
(CAG/CAA)36 / (CAG/CAA)36 3 4 53 55 55 

(CAG)17 / (CAG)42 

(CAG/CAA)31 / (CAG/CAA)35 1 1 38   
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)35 1 1 50   
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)36 2 3 50 56  
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)37 1 1 55   
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 1 42   

(CAG)17 / (CAG)43 

(CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)34 1 1 50   
(CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)34 1 1 43   
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 1 45   
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)37 1 1 40   
(CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)36 1 1 53   

(CAG)17 / (CAG)44 

(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)35 1 1 38   
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)36 1 1 39   
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 2 3 41 45  
(CAG/CAA)36 / (CAG/CAA)36 1 1 -   

(CAG)17/ (CAG)45 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)36 1 1 36   
(CAG/CAA)36 / (CAG/CAA)37 1 1 43   

(CAG)17 / (CAG)48 (CAG/CAA)36 / (CAG/CAA)36 1 1 34   
(CAG)17 / (CAG)49 (CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)37 1 1 25   
(CAG)17 / (CAG)55 (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 1 1 24   
(CAG)17 / (CAG)56 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 1 22   
(CAG)18 / (CAG)44   (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)33 1 1 48   

(CAG)18 / (CAG)46 
(CAG/CAA)31 / (CAG/CAA)34 1 1 40   
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)33 1 1 39   

(CAG)18 / (CAG)52 (CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)34 1 1 35   
(CAG)19 / (CAG)41 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 1 1 67   
(CAG)19/ (CAG)43 (CAG/CAA)27 / (CAG/CAA)33 1 1 44   
(CAG)19 / (CAG)44 (CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)35 1 1 42   
(CAG)19 / (CAG)45 (CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)38 1 1 42   
(CAG)19 / (CAG)53 (CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)35 1 1 18   
(CAG)20 / (CAG)43 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)36 2 3 40 44  
(CAG)20/ (CAG)49 (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)33 1 1 -   
(CAG)20 / (CAG)54 (CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 1 -   
(CAG)21 / (CAG)44 (CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)35 1 1 -   



 

(CAG)21 / (CAG)52 (CAG/CAA)
(CAG)22 / (CAG)44 (CAG/CAA)
(CAG)22/ (CAG)55 (CAG/CAA)
(CAG)22 / (CAG)62 (CAG/CAA)
(CAG)23 / (CAG)43 (CAG/CAA)
(CAG)23 / (CAG)44 (CAG/CAA)
(CAG)24 / (CAG)45 (CAG/CAA)
(CAG)24 / (CAG)48 (CAG/CAA)

(CAG)25 / (CAG)45 
(CAG/CAA)
(CAG/CAA)

(CAG)26 / (CAG)39 (CAG/CAA)
(CAG)26 / (CAG)40 (CAG/CAA)
(CAG)27 / (CAG)45 (CAG/CAA)
(CAG)28 / (CAG)43 (CAG/CAA)
(CAG)29 / (CAG)45 (CAG/CAA)
(CAG)30 / (CAG)51 (CAG/CAA)

Total 
Tabela 4.6 : (-) indivíduos assintomáticos 

sintomas, 

 

4.5 Análises intra e intergeracional das repetições CAG  dos alelos 
e CAG/CAA dos alelos 

 

Com o intuito de realizar as análises intra e intergeracional dos alelos 

investigados, foram construídos 

representados 79 indivíduos investigados (figuras 4.6 a 4.24). Só foram construídos 

heredogramas de interesse par

indivíduo era o único investigado da sua família, tal indivíduo não teve um 

heredograma construído. As legendas para os símbolos dos he

figura 4.5 abaixo. 

Figura 4 .

(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 1 
(CAG/CAA)36 / (CAG/CAA)36 1 1 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)33 1 1 
(CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)36 1 1 
(CAG/CAA)35 / (CAG/CAA)35 1 1 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 1 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)36 1 1 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)36 1 1 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 1 
(CAG/CAA)36 / (CAG/CAA)37 1 1 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 1 
(CAG/CAA)29 / (CAG/CAA)30 1 1 
(CAG/CAA)32 / (CAG/CAA)33 1 1 
(CAG/CAA)36 / (CAG/CAA)36 1 1 
(CAG/CAA)34 / (CAG/CAA)35 1 1 
(CAG/CAA)33 / (CAG/CAA)34 1 1 

 72 100
) indivíduos assintomáticos ou que não souberam relatar a idade de início dos 

sintomas, com diagnóstico molecular positivo para DH.

Análises intra e intergeracional das repetições CAG  dos alelos 
e CAG/CAA dos alelos TBP 

Com o intuito de realizar as análises intra e intergeracional dos alelos 

investigados, foram construídos dezenove heredogramas nos quais foram 

representados 79 indivíduos investigados (figuras 4.6 a 4.24). Só foram construídos 

heredogramas de interesse para análise inter e intrageracional. Dessa forma, se um 

indivíduo era o único investigado da sua família, tal indivíduo não teve um 

heredograma construído. As legendas para os símbolos dos heredogramas estão na 

.5: Legenda para os símbolos dos heredogramas
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Análises intra e intergeracional das repetições CAG  dos alelos HTT 
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Figura 4.6: Heredograma dos indivíduos 001 e 020. 

 

 

 

 
Figura 4.7:.Heredograma dos indivíduos 002 e 084 
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Figura 4.8: Heredograma Indivíduos 006, 066, 072 e 101 
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Figura 4.9: Heredograma dos indivíduos 005 e 022 
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Figura 4.10: Heredograma dos indivíduos 009, 012, 0 17 e 052 

 

 

 

 

 

Figura 4.11: Heredograma dos indivíduos 014, 015 e 018 
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Figura 4.12: Heredograma dos indivíduos 019 e 078 

 

 

 

 

 

Figura 4.13:Heredograma dos indivíduos 021, 073 e 0 74 
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Figura 4.14:Heredograma dos indivíduos 024, 025, 03 5, 037, 040 e 044. 

 

 

 

 

 

Figura 4.15: Heredograma dos indivíduos 028, 029, 0 45, 046, 047, 048 e 051 

 

 

 

(024)
17/45
36/37

(037)
17/20
34/36

(025)
17/42
33/36

(044)
24/45
33/36

(035)
17/44
36/36

(040)
23/43
35/35

I

II

III

IV

(046)
30/51
33/34

(028)
16/30
34/34

(051)
19/53
35/35

(045)
20/54
34/35

(047)
20/49
33/33

(048)
18/30
34/35

(029)
17/23
33/35

I

II

III

IV



64 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.16:Heredograma dos indivíduos 23, 26, 27, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 38, 39, 41, 42, 43, 49, 75 e 79. 
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Figura 4.17:Heredograma dos indivíduos 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61 e 68. 
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Figura 4.18: Heredograma dos indivíduos 62 e 93. 
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Figura 4.19: Heredograma dos indivíduos 89, 99 e 10 0 
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Figura 4.20: Heredograma dos indivíduos 63, 67 e 86  

 

 

 

 

 

Figura 4.21: Heredograma dos indivíduos 91 e 92  
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Figura 4.22:Heredograma dos indivíduos 94 e 95 

 

 

 

 

Figura 4.23:Heredograma dos Indivíduos 102 e 103 
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Figura 4.24:Heredograma dos Indivíduos 50, 82 e 85 
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A análise intergeracional (entre gerações) dos alelos HTT expandidos (≥ 36 

CAG) (tabela 4.7) mostra que os casos de contração (-1 e -2) das expansões CAG 

ocorreram na maioria das vezes quando a transmissão era materna, enquanto os 

casos de maiores expansões (+8 e +12) entre gerações ocorreram quando a 

transmissão do alelo expandido foi de origem paterna. 

 

Tabela 4.7: Análise intergeracional dos alelos HTT expandidos 

Heredograma  Transmissão  
Alelo 

expandido  
(Pai/ Mãe) 

Alelo 
expandido  

(Filho) 

Alelo 
expandido  

(Filho) 

Alelo 
expandido  

(Filho) 

Diferença  
(pai/mãe 

para filho)  

Figura 4.8 Materna 41 40     -1 
Figura 4.13 Paterna 39 51     +12 

Figura 4.14 Paterna 42 45 44 43 +1; +2 e 
+3 

Figura 4.15 Materna 51 54 49   - 2 e +3 
Figura 4.16 Materna 43 44 44 41 -2 e +1 
Figura 4.17 Paterna 41 49     +8 
Figura 4.23 Paterna 45 44     -1 

Figura 4.24 Paterna 41 41     0 

 

A análise intrageracional (entre irmãos) dos alelos HTT expandidos (≥ 36 

CAG) (tabela 4.8) mostra que na maior parte dos casos o número de repetições 

entre irmãos apresentava uma variação de no máximo de 3 unidades CAG. Apenas 

em três casos da análise intergeracional essa diferença foi maior (5 CAG, 12 CAG e 

18 CAG).  Nesses últimos casos, a maior diferença entre irmãos (12 e 18 CAG) se 

deu quando a transmissão foi paterna. 

 

Tabela 4.8: Análise intrageracional (entre irmãos) dos alelos HTT expandidos 

Heredograma  
Suspeita de  

 
Transmissão  

Alelo 
expandido  

(Irmão) 

Alelo 
expandido  

(Irmão) 

Alelo 
expandido  

(Irmão) 

Alelo 
expandido  

(Irmão) 

Alelo 
expandido  

(Irmão) 

Alelo 
expandido  

(Irmão) 
Diferença  

Figura 4.7 Paterna 46 46         0 

Figura 4.10 Paterna 45 43 45       0 ou 2 

Figura 4.11 Paterna 46 46 44       0 ou 2 

Figura 4.12 Paterna 62 44         18 

Figura 4.14 Paterna 45 45 44 43     0, 1 ou 2 

Figura 4.15 Materna 54 49         5 

Figura 4.16 Materna 40 43 43       0 ou 3 

Figura 4.16 Materna 44 44 41       0 ou 3 

Figura 4.16 Materna 44 44         0 

Figura 4.17 Paterna 41 41         0 

Figura 4.17 Paterna 42 43 43 42 42 42 0 ou 1  

Figura 4.19 Não sabe 43 44 43       0 ou 1  

Figura 4.20 Paterna 56 44         12 

Figura 4.24 Materna 41 41         0 
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Não foi possível realizar análise intergeracional dos alelos do gene TBP, já 

que nos casos apresentados para a análise não foi possível determinar de forma 

segura a origem do alelo (materna ou paterna) (tabela 4.9). 

 

Tabela 4.9: Análise intergeracional dos alelos TBP 

  
 
 A análise intrageracional dos alelos TBP mostra que na maioria dos casos o 

máximo de diferença entre os alelos TBP entre irmãos foi de 2 unidades de 

repetições CAG/CAA, mas a maior diferença encontrada foi de 7 repetições (tabela 

4.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Heredograma  

Pai Mãe Filho 1 Filho 2 Filho 3 Filho 4 Filho 5 

Alelo 1  
(Menor) 

Alelo 2  
 (Maior) 

Alelo 1  
(Menor) 

Alelo 2  
 (Maior) 

Alelo 1  
(Menor) 

Alelo 2  
 (Maior) 

Alelo 1  
(Menor) 

Alelo 2  
 (Maior) 

Alelo 1  
(Menor) 

Alelo 2  
 (Maior) 

Alelo 1  
(Menor) 

Alelo 2  
 (Maior) 

Alelo 1  
(Menor) 

Alelo 2  
 (Maior) 

Figura 4.8     30 35 29 30 29 30             

Figura 4.10     32 34 33 33                 

Figura 4.13 34 35 33 34 33 35                 

Figura 4.14     36 37 34 36                 

Figura 4.14 33 36     33 36 36 36 35 35         

Figura 4.15     33 34 34 35 33 33 34 35         

Figura 4.16 27 34     27 32 33 34 27 34         

Figura 4.16     27 33 27 36 34 36 34 35 27 36 27 36 

Figura 4.17 36 36     35 37 33 34             

Figura 4.18     30 36 30 36                 

Figura 4.23 33 36     33 35                 

Figura 4.24 36 36     34 36                 
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Tabela 4.10: Análise intrageracional (entre irmãos)  dos alelos TBP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Heredograma  

Irmão 1 Irmão 2 Irmão 3 Irmão 4 Irmão 5 Irmão 6 Diferença 

Alelo 1  
 (Menor) 

Alelo 2  
(Maior) 

Alelo 1  
 (Menor) 

Alelo 2  
(Maior) 

Alelo 1  
 (Menor) 

Alelo 2  
(Maior) 

Alelo 1  
 (Menor) 

Alelo 2  
(Maior) 

Alelo 1  
 (Menor) 

Alelo 2  
(Maior) 

Alelo 1  
 (Menor) 

Alelo 2  
(Maior) 

Alelo 1  
 (Menor) 

Alelo 2  
(Maior) 

Figura 4.6 34 35 34 35                 0 0 

Figura 4.7 33 33 31 34                 2 1 

Figura 4.8 29 30 29 30                 0 0 

Figura 4.9 32 34 32 34                 0 0 

Figura 4.10 32 33 32 34 34 35             0 ou 2 1 ou 2 

Figura 4.11 32 38 32 37 32 35             0 1,2 ou 3 

Figura 4.12 35 36 33 36                 2 0 

Figura 4.14 36 37 33 36 36 36 35 35         0, 1 ou 3 0, 1 ou 2 

Figura 4.15 34 34 35 35                 1 1 

Figura 4.15 34 35 33 33 34 35             1 0 ou 2 

Figura 4.16 27 34 27 34 27 33             0 0 ou 1 

Figura 4.16 27 32 33 34 27 34             0 ou 6 0 ou 2 

Figura 4.16 27 36 34 36 34 35 27 36 27 36     0 ou 7 0 ou 1 

Figura 4.16 33 35 34 36 34 34             0 ou 1 1 ou 2 

Figura 4.17 35 36 36 36                 1 0 

Figura 4.17 34 36 34 37 34 36 33 35 33 36 33 37 0 ou 1 0, 1 ou 2 

Figura 4.17 35 37 33 34                 2 3 

Figura 4.19 34 36 36 36 34 36             0 ou 2 0 

Figura 4.20 34 36 35 35 34 35             0 ou 1 0 ou 1 

Figura 4.21 36 37 29 37                 7 0 

Figura 4.22 33 34 34 35                 1 1 

Figura 4.24 36 36 36 36                 0 0 
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5 DISCUSSÃO 
 

5.1 Investigação do número de repetições dos alelos  HTTe sua 
influência na idade de início da DH  

 

Os resultados envolvendo o número de repetições CAG do gene HTT de uma 

mesma população podem apresentar diferenças, o que pode ser explicado 

principalmente pelas diferentes técnicas utilizadas em cada laboratório. Uma 

possibilidade que pode explicar a variação na determinação do número de 

repetições CAG por análise de fragmentos é o uso de diferentes matrizes 

eletroforéticas (WILLIAMS et al.,1999).Um estudo publicado por QUARREL et al. 

(2012) mostrou que das 1326 amostras analisadas, houve discrepância no número 

de repetições CAG em 51% dos casos.  

Não existe um consenso mundial da variação aceita na determinação do 

número de repetições CAG do HTT. The European Molecular GeneticsQuality 

Network (EMQN) aceita variações de ±1 para alelos com até 42 CAG e para os 

alelos maiores que 42 variações de ±3 são aceitas (LOSEKOOT et al., 2013). Já o 

American Collegeof Medical GeneticsandGenomics Standards andGuidelines aceita 

variações de ±2 CAG para alelos com menos de 50 CAG, ±3 CAG para alelos com 

repetições de 50 até 75 e ±4 CAG para alelos com mais de 75 repetições CAG 

(BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014). 

Neste estudo, em indivíduos molecularmente negativos para DH, o número de 

repetições CAG do gene HTT variou de 12 a 30 repetições com uma média de 19±4 

repetições e mediana de 17. O alelo de maior frequência entre os normais foi aquele 

que apresentava 17 repetições CAG. 

Raskinet al. (2000), em uma amostra da população brasileira, encontraram 

para indivíduos normais brasileiros de origem caucasiana uma variação de 7 a 33 

CAG e uma média de 17,7. Já para indivíduos brasileiros normais de origem africana 

foi encontrada uma variação de 13 a 30 CAG e uma média de 17,9. Os alelos mais 

frequentes possuíam 17 (37% dos alelos normais) e 15 (28,6% dos alelos normais) 

repetições CAG. Silva et al (2000), em um estudo com diferente amostra brasileira, 

mostrou que indivíduos normais apresentaram uma variação de 16 a 33 CAG. 

Em relação aos indivíduos diagnosticados molecularmente como positivos 

nossos resultados mostram que o número de repetições CAG dos alelos não 
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expandidos variou de 14 a 30 repetições, com uma média de 19±4 e mediana de 17. 

O alelo normal com maior frequência apresentou 17 repetições. As repetições CAG 

nos alelos expandidos variaram de 39 a 62 repetições, com uma média de 45 ±4 e 

mediana de 44.  O alelo expandido com maior frequência apresentaram 44 

repetições CAG. 

Raskinet al. (2000), encontraram  em alelos normais de indivíduos brasileiros 

positivos para DH uma variação de 14 a 30 CAG com uma média de 18 e mediana 

de 17. Já em alelos expandidos foi encontrada uma variação de 39 a 88 repetições 

CAG, média de 46,7 e mediana de 45.  

Silva et al. (2000) encontraram para indivíduos brasileiros com DH uma 

variação de 18 a 26 repetições e uma média de 22 CAG para os alelos normais e 

uma variação de 43 a 73 repetições e média de 50,6 CAG para os alelos 

expandidos. 

Castilhos et al. (2013) descreveram que em indivíduos brasileiros com DH os 

alelos expandidos variavam de 40 a 81, com mediana de 44. 

Nesta dissertação, cinco indivíduos não souberam relatar se a sua doença era 

herdada de sua mãe ou pai. Algumas explicações são possíveis nesses casos: 1) o 

indivíduo pode não ter convivido com seu progenitor afetado por algum problema 

familiar e não sabia da existência da doença; 2) o progenitor afetado pode ter 

falecido de outra causa antes da manifestação dos sintomas da DH e 3) ocorrência 

de mutação de novo.  

Na DH, mutações de novo estão associadas com a possível transmissão de 

alelos intermediários expandidos à prole, geralmente, a partir do progenitor 

masculino (HENDRICKS et al., 2009).Não se conhece a frequência de mutações de 

novo na população brasileira, nem a frequência dos alelos intermediários. Além 

disso, ainda não há prevalência total estimada da doença no Brasil (WARBY et al., 

2011). Entretanto, a prevalência mínima foi estimada por nós para Ervália, MG. 

Nessa cidade brasileira, havia 7,2 casos para 10.000 pessoas, uma prevalência 

maior do que a encontrada para população da Europa, EUA e Canadá 

(AGOSTINHO et al, 2015). 

Indivíduos que apresentam sintomas motores, cognitivos ou psicológicos 

semelhantes aos da DH, mas são portadores de alelos normais para o HTT, devem 

submeter-se a outros testes moleculares diferenciais para verificação da possível 

ocorrência de doenças, como por exemplo, as denominadas Huntington Like. Quatro 
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doenças desse tipo foram descritas: Huntington disease-like1 (HDL1), Huntington 

disease-like2 (HDL2), Huntington disease-like 3 (HDL3) e Huntington disease-like 4 

(HDL4 ou Ataxia Espinocerebelar 17). Tais doenças possuem em comum com a DH 

sintomas motores como a coreia, disartria e bradicinesia (SCHNEIDER et al., 2007). 

Outras doenças que não recebem a denominação de HDL apresentam também 

sintomas semelhantes à DH como porexemplo a atrofia dentatorubropalidolusiana 

(DRPLA), coreia acantocitose e outras ataxias (GOVERT E SCHNEIDER, 2013). 

Este estudo mostra que o número de repetições CAG do alelo expandido 

influencia na idade de início da DH em 66% (p<0,05). Tal resultado já era esperado, 

pois já se sabe por mais de duas décadas que o determinante mais crítico da idade 

de início da DH é o número de repetições CAG no gene HTT. O número de 

repetições trinucleotídicas CAG explica aproximadamente 70% da idade de início da 

doença, e os outros 30% são atribuídos a genes modificadores ou a fatores 

ambientais (RUBINSZTEIN et al., 1993; RUBINSZTEIN et al., 1997; DJOUSSÉ et al., 

2003; WEXLER et al., 2004; AGOSTINHO et al., 2012). 

 

5.2 Investigação do número de repetições dos alelos TBPe sua 
influência na idade de início da DH 

 

Embora o número de repetições CAG seja o principal determinante da idade 

de início da DH, outros fatores atuam conjuntamente. Esses fatores podem ser 

estocásticos, ambientais ou genéticos. Apesar de todos os três poderem estar 

envolvidos em algum grau na modulação da idade de início dos sintomas, os fatores 

genéticos podem ser mais facilmente estudados devido ao avanço das técnicas 

moleculares (GUSELLA et al., 2009). 

Modificadores genéticos são aqueles capazes de alterar processos 

fisiológicos de uma forma que atrase ou acelere a progressão da doença (GUSELLA 

et al., 2014). Existem duas principais razões na busca por modificadores genéticos 

para DH. A primeira é fornecer alvos, validados em humanos, para intervenções 

terapêuticas. A segunda razão é permitir um melhor ensaio clínico na testagem de 

uma droga terapêutica candidata, já que através do conhecimento de modificadores 

genéticos pode ser selecionada uma população mais homogênea para o estudo 

(GUSELLA et al., 2014). Além disso, o conhecimento de modificadores genéticos e a 
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forma como eles atuam auxiliariam no melhor entendimento da doença e 

consequente aconselhamento genético ao paciente. 

Vale ressaltar que a investigação do gene TBP possibilita o diagnóstico 

diferencial da DH, já que permite também o diagnóstico da HDL4 (SCA 17), uma 

doença mais rara que a DH, com uma prevalência estimada de 0,16/100.00 

indivíduos na Inglaterra (CRAIG et al., 2005) e 0,47/1.000.000 indivíduos no Japão 

(MARUYAMA et al., 2002). O diagnóstico molecular positivo para SCA17 é 

confirmado caso sejam encontradas >42 repetições CAG/CAA no gene TBP 

(NAKAMURA et al., 2001). 

Nosso estudo realizou a investigação do número de repetições CAG/CAA do 

gene TBP e sua influência na idade de início dos sintomas motores em 64 pacientes 

molecularmente positivos para DH que relataram a idade de início dos sintomas. Até 

o momento, não é de nosso conhecimento a existência de artigo científico publicado 

sobre as repetições CAG/CAA do gene TBP, candidato a modificador da idade de 

início da DH, em indivíduos brasileiros afetados por DH, como foi realizado neste 

estudo. Portanto, este estudo piloto é original e pioneiro no Brasil.Um gene pode ser 

modificador de uma doença se alterações na sua estrutura, ou em sua expressão, 

alteram a manifestação de fenótipos associados com a mutação primária que causa 

a doença. Uma das principais estratégias utilizadas para pesquisar genes 

modificadores tem sido a investigação de genes ligados às vias metabólicas ou 

processos moleculares supostamente envolvidos na DH (GUSELLA et al., 2009). 

Um dos exemplos dessa estratégia é a investigação do gene GRIK2, 

responsável por codificar uma das subunidades do receptor de glutamato. Os 

receptores de glutamato parecem estar envolvidos na patogênese da doença e 

alterações no gene GRIK2 podem influenciar em 13% a idade de início não 

explicada pelo número de repetições CAG do gene HTT (RUBINSZTEIN et al., 

1997). 

Mais tarde, um estudo revelou que a região polimórfica TAA localizada em 

3’UTR de GRIK2 apresentando 16 repetições estaria relacionada com a antecipação 

da idade de início da DH em cinco anos antes do que aqueles que possuíam um 

número diferente de repetições TAA (MACDONALD et al., 1999). 

Outro exemplo, seguindo a mesma estratégia foi a investigação do gene 

BNDF, já que este  fator neurotrófico derivado do cérebro já havia sido sugerido 
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como fazendo parte do processo de  patogênese da doença. Mas não foi encontrada 

associação entre alterações desse gene e a idade de início (Di MARIA et al., 2006).  

A proteína TBP já foi sugerida como fazendo parte do processo de 

patogênese da DH, pois a forma normal da TBP já foi encontrada juntamente com a 

Huntingtinamutada em maiores níveis no cérebro de pacientes com DH do que no 

grupo controle (VAN ROON-MOM et al., 2002).  

Montcelet al. (2014) propuseram que o número normal de repetições de 

glutamina, codificadas por genes diferentes do  causador primário da 

doençapoliglutamínicas, pode influenciar na idade de início dessas doenças 

neurodegenerativas com PoliQ.   

No presente estudo investigou-se justamente se o número normal de 

repetições CAG/CAA do gene TBP influenciava na idade de início dos sintomas 

motores da DH. 

Em relação ao número de repetições dos alelos TBP, observamos que 

indivíduos normais possuíam de 27 a 37 repetições CAG/CAA, com um valor médio 

de 33±2 repetições e mediana de 34. A maior frequência foi dos alelos com 34 

repetições. Além disso, 84% dos normais eram heterozigotos. 

Já os alelos TBP de indivíduos molecularmentepositivos para DH possuíam 

de 23 a 38 repetições, valor médio de 34±2 repetições e mediana de 34. O alelo 

mais frequente possuía 36 repetições CAG/CAA. E 81% dos indivíduos positivos 

molecularmente para DH eram heterozigotos.  

Tomiuket al. (2007) descreveram uma taxa de heterozigose para os alelos 

TBP de 78,5%. Um dos primeiros estudos a investigar a frequência alélica das 

repetições CAG/CAA do gene TBP, verificou que argelinos possuíam uma variação 

entre 32-39 repetições, com uma maior frequência do alelo com 38 repetições. Sul-

africanos negros e africanos subsaarianos possuíam variação entre 33-39 

repetições, com maior frequência de 35 repetições. Indianos possuíam repetições 

CAG/CAA entre 27-39, com maior frequência de 18 repetições (RUBINSZTEIN et al., 

1996).  

Uma investigação do número de repetições do gene TBP em diferentes 

doenças neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Huntington, diferentes ataxias e 

Esquizofrenia) revelou que no grupo de pacientes as repetições variaram entre 27-

46, média de 36±2 e mediana de 36. No grupo controle, as repetições variaram entre 

30-43, média de 37±1 e mediana de 36 (WU et al., 2005).  
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Nossa análise de correlação entre idade de início e repetições CAG/CAA do 

gene TBP, regressão múltipla e genótipos associadosrevelaram que tais repetições 

do TBP não influenciaram na idade de início da DH. Embora o aumento do n 

amostral possa contribuir para o definitivo esclarecimento dessa questão. 

Segundo Brahimet al. (2014), 0,78% da variação da idade de início da DH em 

pacientes tunisianos pode ser explicada pelas repetições do gene TBP. Não 

encontramos influência das repetições do gene TBP. Talvez isso possa ser 

explicado pelo fato de que setrata de populações diferentes, que vivem em 

ambientes diferentes e estão expostas a diferentes mecanismos de seleção. 

O número normal de repetições do TBP já foi descrito como modulador da 

idade de início da ataxia espinocerebelar7, de forma que o maior número de 

repetições ocasiona um decréscimo na idade de início da SCA7  (MONTCEL et al., 

2014), uma ataxia causada por repetição de glutamina diferente da causada pelo 

gene TBP. 

Genótipos TBP com mais de 35 repetições CAG/CAA foram associados com 

risco de esquizofrenia, idade de início da doença e função pré-frontal do córtex na 

população japonesa (OHI et al., 2009).  

Realizamos comparação, quanto à idade de início da DH, entre indivíduos 

com pelo menos um alelo >35 e aqueles que possuíam somente alelos ≥35 e nossos 

resultados mostraram que não houve qualquer diferença significante (p>0,05) nas 

respectivas idades de início motor da doença, talvez por se tratar de doenças de 

origem diferentes. . 

 

5.3 Análises inter e intrageracionais das repetiçõe s dos alelos HTT e 
TBP 

 

Em relação às análises intergeracionais do alelo HTT expandido, 

observamosque a maioriados casos de contração das expansões CAG ocorreu 

quando a transmissão foi materna, enquanto os casos de maiores expansões (+8 e 

+12) entre gerações ocorreram quando a transmissão do alelo expandido foi de 

origem paterna.  

Além disso, a comparação dos alelos expandidos HTTintrageracionalmente, 

(entre irmãos) mostrou que na maioria dos casos o número de repetições 

apresentava uma variação de no máximo 3 unidades CAG. Apenas em três casos 
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da análise intrageracional essa diferença foi maior (5, 12 e 18 CAG), sendo que 

nesses últimos as maiores diferenças entre irmãos (12 e 18 CAG) se deu quando a 

transmissão do alelo expandido foi paterna. 

A instabilidade das repetições CAG durante a meiose pode ocorrer tanto na 

transmissão materna quanto na paterna. Apesar disso, na transmissão paterna da 

repetição CAG expandida, existe uma maior propensão para aumento adição dessas 

repetições. Na transmissão materna o número de repetições geralmente é mantido, 

podendo haver contração de 1-5 unidade de repetição (NANCE e MYERS, 2001). 

A tendência de expansão paterna muitas vezes é atribuída ao maior número 

de divisões mitóticas na gametogênese masculina, porém, outros estágios da 

espermatogênese, como estágios específicos que possuem alterações dos níveis e 

atividade de várias proteínas de reparo, também podem contribuir para essa 

expansão (PEARSON et al., 2005).  

Em relação à análise intergeracional, dos alelos TBP não foi possível saber o 

número de contrações ou expansões ocorridas de pai/mãe para filho(s).  Já que 

todos os investigados possuíam repetições normais do alelo TBP (≤42 CAG/CAA) e, 

com exceção de um caso, todos os demais só possuíam a análise molecular de um 

dos progenitores. Não havendo assim o trio (pai, mãe e filho) para possibilitar a 

investigação da origem de cada alelo. 

Além disso, no único trio completo, pai, mãe e filho possuíam número de 

repetições muito próximos que poderiam ter sofrido contração ou expansão, não 

sendo dessa forma possível se precisar a origem materna ou paterna dos alelos 

herdados pelo filho em questão. 

Apesar disso, podemos observar que, aparentemente (já que não podemos 

afirmar a origem), o número de repetições do TBP entre pai/mãe e filho não varia 

muito quando comparados às repetições do HTT, o que pode implicar uma maior 

estabilidade das repetições das repetições dos alelos TBP. 

A análise intrageracional do número de repetições CAG/CAA do TBP (tabela 

4.10) mostrou que na maioria dos casos a diferença entre os alelos TBP entre 

irmãos foi de no máximo 2 unidades de repetições CAG/CAA. A maior diferença 

encontrada foi de 7 unidades de repetições CAG/CAA. Números menores do que 

aqueles encontrados para análise intrageracional do número de repetições CAG do 

HTT. 
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 O gene TBP codifica a proteína de ligação à região TATA Box (TATA Box 

BindingProtein), um fator transcricional necessário para início da transcrição pelas 

RNA polimerase I, II e III (REID et al., 2009). Portanto, o gene TBP é de grande 

importância para o início correto da transcrição. Dessa forma não seria interessante, 

ao longo da evolução, que o número de expansões CAG desse gene fosse muito 

grande, pois resultaria em uma maior instabilidade na hora da replicação e 

consequentemente teria uma maior taxa de mutação (TOMIUK et al., 2007). De 

modo a evitar a instabilidade, podemos observar que o gene TBP apresenta entre 

repetições CAG interrupções compostas por repetições CAA, que também codificam 

para glutamina. Essas repetições CAA estabilizam a região de microssatélite, que foi 

selecionada positivamente, e têm sido mantidas por pelo menos 6 milhões de anos 

em diversos organismos (TOMIUK et al., 2007). 
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6 CONCLUSÃO 
 

 A idade de início da DH foi influenciada em 66% pelo número de repetições 

CAG do gene HTT. 

 Este estudo mostrou que, para nossa amostra (n=64 afetados por DH com 

idade de início da DH relatada), o número de repetições CAG/CAA do gene TBP não 

influenciou na idade de início dos sintomas. 

 A região de repetições de CAG/CAA do gene TBP apresentou aparentemente 

maior estabilidade genéticaintergeracionalmente quando comparadas com a as 

repetições CAG do gene HTT. 
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APÊNDICE C – Trabalhoapresentado no “ Miami 2014 Winter Symposium - 
The Molecular Basis of Brain Disorders” 
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APÊNDICE D – Questionário de coleta de dados para os indivíduos que 
participaram do estudo. 
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