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RESUMO

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca genética rara, neurodegenerativa,
progressiva e fatal. A DH é uma desordem autossdmica dominante que possui
semelhancas com outras doencas também causadas por mutacdes genéticas por
repeticbes de trinucleotideos. Esta doenca, apesar de se manifestar em idade
adulta, pode surgir mais cedo, em casos juvenis. Nestes casos, 0s individuos
normalmente apresentam quadro mais severo e a idade de inicio mais cedo que o
esperado em relacdo a DH adulta. O objetivo deste estudo foi investigar duas
regides polimorficas de repeticdes de trinucleotideos CAG e CCG, em uma amostra
de 65 individuos e seus familiares, e correlaciona-las com a idade de inicio da
doenca, além de, correlacionar a regiao polimoérfica CCG com a origem ancestral da
mutacéao responsavel por causar a DH no gene IT15. Os alelos mais predominantes
da regido polimoérfica CCG possuem 7 e 10 unidades. Na populacdo da Europa,
regido considerada com alta prevaléncia da DH, a maior frequéncia destes alelos
tém 7 unidades CCG, e no Japao, pais considerado de baixa prevaléncia, os alelos
CCG com maior frequéncia possuem 10 unidades. A técnica de PCR-SSP foi
utilizada na amplificacdo das regides alvo deste estudo e a eletroforese capilar foi
utilizada para medir o tamanho dos amplicons. Nossos resultados mostraram que 17
individuos, dos 65 estudados, tiveram alelos normais para DH. Dos 48 individuos,
portadores de alelos anormais para DH, dois possuem alelos intermediarios (27 a 35
CAG) sem fendtipo da DH e 46 possuem alelos expandidos, dentre eles, 11
portadores de alelos com penetrancia reduzida (36 a 39 CAG) e 35 com penetrancia
completa (maior que 39 CAG). A média da idade de inicio dos pacientes foi de 41,7
anos. A analise estatistica realizada entre tamanho das unidades CAG e a idade de
inicio da DH mostrou forte correlagdo negativa (r= -0,84). O tamanho das unidades
CCG em relagédo a idade de inicio ndo mostrou significancia estatistica (r= 0,26).
Apenas oito casos, dos 35 com alelos de penetrancia completa, ainda né&o
apresentam o quadro clinico da doenca. Os alelos CCG com sete unidades foram
encontrados em 78% da amostra de pacientes com DH investigados. Portanto,
pode-se sugerir, que os individuos com DH estudados possuem origem ancestral,
em relacdo a mutacdo do gene IT15, da Europa Ocidental. A andlise intrageracional
do tamanho das unidades CAG de alelos expandidos ndo mostrou diferenca

significante entre os irmaos. A analise intergeracional dos alelos expandidos mostrou



maior numero de ocorréncia de expansdes nas transmissfes paternas. A
prevaléncia minima calculada na cidade de Ervéalia - MG foi nove vezes maior em
relacdo a prevaléncia da Europa Ocidental.

Palavras-chave: Doenca de Huntington. CAG. CCG. Alelos expandidos.



ABSTRACT

Huntington disease (HD) is a rare neurodegenerative autosomal dominant genetic
disease. It is a progressive and fatal disorder, and in common with other triplet-repeat
diseases, HD shows anticipation, whereby successive generations display more
severe manifestations or earlier onset of the disease. The aim of this study was to
investigate the polymorphic regions CAG and CCG in a Brazilian sample of 65
individuals and correlate them to age at onset of HD and to correlate CCG repeats to
ancestral origin of IT15 gene. CCG sequence is also polymorphic, alleles of 7 or 10
repeats are predominant in populations, and strong linkage disequilibrium between
the CCG( allele and HD has been shown in Western HD chromosomes, whereas
Japanese HD chromosomes strongly associate with an allele of (CCG),0. PCR-SSP
was used for amplifying the target regions and capillary electrophoresis was used for
measuring the amplicons. Our results have shown that 17, out of a total of 65
individuals, had normal alleles for HD. Out of the 48 subjects with abnormal alleles,
two of them had intermediate alleles of CAG repeats (27-35) and no HD phenotype;
and 46 individuals had expanded alleles. The average age of onset of HD was 41.7
years. The correlation between number of CAG repeats and age of onset of clinical
manifestations was negative (r= -0.84). There was no statistically significant
correlation between CCG repeats and age at onset of HD (r= 0.26). Among those
cases that had expanded alleles, 11 had alleles with reduced penetrance (36-39
CAG repeats) and 35 had alleles with complete penetrance (>39 CAG repeats). Only
eight out of the later cases have not showed the disease yet. CCG) alleles were
found in 78% of 48 individuals who had abnormal alleles. Therefore, the majority of
Brazilian subjects who participated in this study had DH mutated genes with Western
European ancestry. Intragenerational investigation of CAG expanded alleles showed
no significant difference in the brotherhood. Intergenerational analysis of expanded
alleles has shown that their variability was greater in paternal transmission, but
occurrence of contractions was greater in maternal transmission. In most Brazilian
HD-affected participants of this research, the putative origin of the mutated gene was
in Western Europe (GCC);. Minimum prevalence of HD for Ervalia was found to be
nine times higher than HD prevalence in Europe.

Key words: Huntington disease. CAG. CCG. Expanded alleles.
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1 INTRODUCAO

A doencga de Huntington (DH) é uma doenca genética neurodegenerativa
rara, progressiva e fatal. Nesta dissertagao foi realizada uma investigagdo, em nivel
molecular, da variabilidade das expansdes ou contragdes das repeticbes CAG e
CCG no gene IT15, em individuos afetados e grupo de risco de DH provenientes do
Estado do Rio de Janeiro e do municipio de Ervalia-MG. Tal estudo teve enfoque
intergeracional, em relagdo a transmissdo materna ou paterna dos alelos mutados e
investigara a relagao entre as regides polimérficas com repetigdes de trinucleotideos
CAG e CCG com a idade de inicio da DH. Além de investigar a origem ancestral do
gene mutado da DH em relagdo a sua origem ancestral por meio da regiao
polimérfica CCG.

1.1 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A DH é uma desordem neurodegenerativa e ndo existe tratamento que
retarde ou previna seu inicio e progressido, por isso, causa grande 6nus para as
familias e para a sociedade.

A variabilidade clinica da doenca exige uma investigacdo genética precisa
em nivel molecular para que seja feito o diagndstico definitivo, uma vez que os
primeiros sintomas da DH podem ser semelhantes aos de outras doengas com
melhor prognéstico, e também para a realizagdo de um estudo epidemioldgico
fidedigno no Brasil, pais onde a prevaléncia e a origem ancestral da DH séao
desconhecidas.

No Brasil, os estudos intergeracionais e investigagdes moleculares sobre a
Doenca de Huntington sao poucos, os custos sao elevados e as técnicas aplicadas
laboriosas. Além disso, as informagdes sobre os alelos responsaveis por causar a
DH existentes na literatura ficam confusas diante de casos curiosos como o relatado
por Andrich e colaboradores (2008), no qual um alelo intermediario foi capaz de
causar a DH em um individuo, e o outro caso reportado por Kenney, Powell
e Jankovic (2007) cujo tamanho de repeticdes causadoras do quadro de DH foi de

apenas 29 tripletos CAG.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Powell%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Powell%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jankovic%20J%22%5BAuthor%5D
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Pelo exposto torna valida e interessante a investigagdo molecular de
pacientes brasileiros afetados pela DH e grupo de risco, inclusive a analise entre
geracoes destes alelos expandidos com foco na antecipacgao.

Um beneficio extra desta dissertagdao, uma vez que as técnicas moleculares
para o diagnostico laboratorial de rotina da DH ndo estdo disponiveis na rede SUS
do Brasil, foi a realizagao das técnicas para determinacido das expansdes CAG, sem
nenhum custo para o paciente. O que representa um passo importante para se
estabelecer o diagnostico preciso em individuos afetados e grupo de risco da DH,
possibilitando assim, a definicdo do prognostico e o aconselhamento genético
familiar dos individuos.

Realizar um estudo sobre a DH é muito dificil, seja pelos fatores financeiros,
seja pelos fatores governamentais e/ou pelos aspectos éticos. Existem estudos
intergeracionais e investigagdes moleculares da Doenga de Huntington em muitos
outros paises, porém, no Brasil, sdo necessarias maiores investigagdes, pois a
grande miscigenagao geneética existente na populagdo brasileira possibilita a
ocorréncia de relatos de casos inéditos e caracteristicas distintas sobre a DH em
relagdo a outros paises. Portanto, um estudo nessa area sera uma contribuicao
importante para a ciéncia brasileira para que possa estabelecer o diagnostico
preciso da DH em individuos afetados e grupo de risco, possibilitando assim, a
definicgdo do prognédstico e o aconselhamento genético dos pacientes envolvidos.
Desse modo, pretende-se contribuir com as estatisticas nacionais sobre DH e

individuos portadores do gene mutado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. DOENCAS NEURODEGENERATIVAS CAUSADAS POR MUTACOES
DINAMICAS

As doencas neurodegenerativas formam um grupo muito heterogéneo de
doencas, compreendendo entidades causadas por uma série de mecanismos
distintos. Um desses mecanismos € a ocorréncia de mutagdes dinamicas (CHILDS;
VALLE, 2000, apud CENDES, 2004).

As doengas causadas por mutacbes dinamicas comegaram a ser
identificadas em 1991, com a clonagem do gene responsavel pela sindrome do X-
fragil (CUMMINGS; ZOGHBI, 2000 apud CENDES, 2004). Vale ressaltar que
existem registros de pelo menos 18 doengas neuroldgicas resultantes desse tipo de
mutagao (PULST, 2003, apud CENDES, 2004).

Cada uma dessas doengas possui 0 quadro clinico relacionado com
determinada regido acometida do sistema nervoso central, onde ocorre a
degeneragao, cujo mecanismo, apesar de muitos estudos realizados, ainda n&o esta
totalmente compreendido (ZUCCATO; VALENZA; CATTANEO, 2010).

A variabilidade clinica em individuos portadores de uma mesma doencga e a
semelhanga de sinais e sintomas entre seus varios tipos faz das doencas
neurodegenerativas um grupo de patologias para as quais o teste molecular é uma
ferramenta indispensavel para o diagndstico definitivo. As expansdes instaveis de
trinucleotideos tém sido pesquisadas em um grande numero de doencgas
neurodegenerativas (Tabela 1) incluindo a Doenga de Huntington, as ataxias
espinocerebelares SCA1 (spinocerebellar ataxy 1), SCA2, SCA3 (ou Doenga de
Machado-Joseph), SCA6, SCA7, SCA8, SCA12 e SCA17, as Huntington's disease-
like tipo 1, 2, 3 e 4 (HDL1, HDL2, HDL3 e HDL4), a DRPLA
(dentatorubropallidoluysian atrophy) atrofia dentatorrubropalido-luisiana (SILVA et
al., 2000; SCHNEIDER; WALKER; BHATIA, 2007) e a Doenca de Kennedy, que
apresenta atrofia muscular bulbo espinhal (FERNANDES; SILVA 2009).
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Tabela 1: Doencgas neurodegenerativas causadas por repeti¢cées de trinucleotideos

Doenca Gene produtor Repeticéo Local afetado NUumero de repeticdes
Normal Afetado
Doencga de Cortex cerebral
Huntington IT15 (4p16.3) CAG (estriado) 11a34 40-121
Doencga de
Machado-Joseph ~ MJD (14g32.1) CAG Cortex cerebral 13-36 68-79
ou SCA3
Atrofia Atrofina
dentatorrubropalido- CAG Medula espinhal 7a25 49-68
(12p12-13)
luisiana
Doenca de Receptor
androgénico CAG Neurdnios motores 11a33 40-62
Kennedy
(Xg11-12)
Sindrome de tremor EXTAS
e ataxia associada CpG Dendritos neuronais 10a 52 53-200
(Xq27.3)
ao X fragil .
D'S"g'f‘e {;}’gg’”'ca DM (19913.3)  CTG Multissistémico 5a30 45-3000
Ataxia Células de Purkinje,
espinocerebelar p oliva e sistema - -
i belar 1 ATXN1 (6p23) CAG li ist 25-35 44-91
(SCA1) espinocerebe-lar
Ataxia cerebelo e outras areas
espinocerebelar 2 ATXN2 (12g24) CAG brai 15a24 35-59
(SCA2) cerebrais
Ataxia CACNA1A belo ( isd
; cerebelo (canais de
espln(oscgrAeg)elar 6 (19p13) CAG célcio-dependentes) <18 20-33
Ataxia
p21.1-p neurona
(SCA7) (3p21.1-p12) )]
Ataxia
i cerebelo - -
espinocerebelar 8 A(T1>;|c\]|§%s CTAICTG bel 15-50 80-50
(SCA8)
Ataxia
espinocerebelar 12 Pi.f; ZSFSB CAG cerebelo 4-32 51-78
(SCA12)
ganglios da base, proteina
Huntington-like 1 PRNP (20p12) CAG cerebelo, lobo frontale ~ - pridnica
temporal expandida
. . JPH3 regulacao intracelular
Huntington-like 2 (16q24.3) CTG/CAG de calcio 6a28 44-57
. : nucleo caudado e ainda néao
Huntmgton'“ke 3 4p15.3 CAG cortex frontal identificado
Huntington-like 4ou  1pp 5007)  CAAICAG cerebelo 25 a 42 >48

SCA17

Fonte: (KAIMEN-MACIEL et al., 1998; SCHNEIDER; WALKER; BHATIA, 2007; FERNANDES et al.,
2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=19&query=CACNA1A&qstr=CACNA1A&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=3&query=ATXN7&qstr=ATXN7&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
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2.2 MUTACOES DINAMICAS

As mutagdes dindmicas sao caracterizadas como expansdes instaveis de
trinucleotideos e determinam mais de 40 doengas neuroldgicas, neurodegenerativas
e neuromusculares. As mutacbes dindmicas sao consideradas instaveis por
possibilitarem a transmisséo de alelos de numeros variados através das geracdes
(ALBANO, 2000). Este tipo de mutagao sao alteragdes no numero das unidades de
repeticoes de trinucleotideos, que podem apresentar expansdées por meio de
insercdes ou contragdes por meio de delecdes. A alteragcdo de apenas uma parte da
unidade de repeticdo é muito rara (GEMAYEL et al., 2010).

A taxa de mutagdo dessas regides com repeticdes trinucleotidicas é em
geral, de 10 a 100.000 vezes superior a média das ocorréncias de mutagdes em
outras partes do genoma, representada por 10 a 107 por divisdo celular. Ja nas
regides de microssatélites, regides do DNA compostas de um a seis nucleotideos
repetidos in tandem, a taxa de mutacdo & maior que 102 (WEBER; WONG, 1993,
apud GEMAYEL et al., 2010).

A instabilidade destas regides provavelmente leva a uma formagao incomum
da estrutura do DNA durante o processo de replicagdo, reparo € recombinagao
genética (PEARSON; EDAMURA; CLEARY, 2005).

Os individuos nao afetados por doencgas genéticas causadas por este tipo de
mutacdes apresentam repeticdes trinucleotidicas dentro de um limite normal
(menores que 27 copias CAG), porém, os individuos afetados possuem um numero
de copias CAG maior que 35, sendo essas mutacdoes as determinantes de alelos
expandidos (HARDING, 1993, apud CENDES, 2004). Os alelos normais séao
estaveis quando transmitidos de uma geragdo a outra, ao contrario dos alelos
expandidos, que sdo altamente instaveis quando transmitidos a prole (HAYDEN,
2000).

As doengas causadas por mutagdes dindmicas podem ser classificadas em
dois grandes grupos, em relagdo a regido onde se encontra a alteragdo genética:
doencas envolvendo sequéncias intrénicas ou ndao codantes, e doengas envolvendo
regides exbnicas ou codantes (CENDES, 2004). A Doencga de Huntington, alvo do
presente estudo, se inclui neste ultimo grupo.

O grupo de doengas neurodegenerativas causadas especificamente por

repeticbes CAG (citosina, adenina, guanina), cujo alelo expandido esta localizado


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pearson%20CE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nichol%20Edamura%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cleary%20JD%22%5BAuthor%5D
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em regides codantes do DNA é composto por algumas doengas com quadro clinico
semelhante, e por isso, o diagndstico € mais dificil sem a investigagdo molecular do
individuo (ORR; ZOGHBI, 2007).

As expansdes de trinucleotideos localizadas nas regides de repeticdes CAG
no primeiro exon do gene IT15 (4p16.3) ocorrem, como ja mencionado, devido a
insercdo de sequéncias repetidas de trinucleotideos maior que 26 copias (LA
SPADA et al., 1992; ASHLEY; WARREN, 1995) e sdo de causa incerta. Uma das
possibilidades seriam erros ocorridos no processo de replicacdo ou de raparo do
DNA (HORMOZIAN et al., 2004).

Avancos experimentais nessa area, na tentativa de explicar os mecanismos
de instabilidade das repeticbes génicas e de trinucleotideos, ampliaram a
compreensao desse processo de mutagao. Ja foram reveladas vias metabdlicas do
organismo humano que podem ter um papel protetor em relagdo as alteragdes
causadas pelas repeti¢des instaveis (PEARSON; EDAMURA; CLEARY, 2005).

2.3 DOENCA DE HUNTINGTON

A doenga de Huntington é uma doenga neurodegenerativa, rara, progressiva
e fatal, caracterizada pela falta de coordenagdo motora de musculos voluntarios e
involuntarios (movimentos coréicos), disturbios de personalidade e deméncia
progressiva (THE HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH
GROUP, 1993 apud ZUCCATO; VALENZA; CATTANEO, 2010).

A prevaléncia da DH varia de acordo com a origem étnica (SILVA et al.,
2000), nos caucasianos do norte da América e na Europa ocidental sdo 5-10
afetados a cada 100.000 individuos (HORMOZIAN et al., 2004; GIL; REGO, 2008).

Alguns paises da Asia, como o Japdo e a China, além da Finlandia na
Europa, possuem prevaléncia da DH abaixo da média descrita em relagéo a outros
locais do mundo. No sul da Africa foi realizado um estudo com 11 individuos e a
prevaléncia foi de 0.01 afetados a cada 100.000. O mesmo tipo de estudo foi
conduzido no norte dos Estados Unidos com negros de descendéncia africana, e a
prevaléncia subiu para 0.97 afetados a cada 100.000 individuos. Ja em outras

regides, como na Tasmania e Venezuela, a média é maior em relagdo aquela


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nichol%20Edamura%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cleary%20JD%22%5BAuthor%5D
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normalmente encontrada (RASKIN et al., 2000). No Brasil, a prevaléncia ainda é
desconhecida.

A DH é uma desordem de causa genética, neuroldgica e de idade adulta,
geralmente se manifesta entre 35-55 anos, o que n&o impede que comece aos 80
anos ou mais cedo, em jovens e criangas, como no fenbmeno de antecipagéo
(Huntington juvenil). Considerando que a antecipagao ocorre em 20% dos casos de
DH, aproximadamente 10% dos pacientes com Huntington tém inicio das
manifestagdes clinicas antes dos 20 anos e 5% antes dos 14 anos. Quando a
transmissao do alelo expandido € de origem materna raramente aumenta mais de 20
unidades de repeticdes no alelo dos filhos (ANDREW et al., 1993; NAHHAS et al.,
2005).

Os casos esporadicos da DH constituem mais de 8% dos individuos
afetados. Sa&o causados por expansdes trinucleotidicas de novo e geralmente por
alelos intermediarios que por serem instaveis podem gerar um individuo afetado pela
DH (NAHHAS et al., 2005).

A partir do aparecimento dos primeiros sintomas o portador tem sobrevida
de 15-20 anos com agravamento do quadro (HO et al., 2001). A variabilidade clinica,
na apresentacdo dos sinais e sintomas da doenga, muitas vezes exige uma
investigacdo molecular precisa em nivel genético para determinacédo definitiva do
diagnostico (STEVANIN; FUJIGASAKI; LEBRE, 2003).

2.3.1 Breve historico

A doenca de Huntington foi descrita pela primeira vez em 1860, pelo fisico
noruegués Johan Christian Lund, que lhe deu o nome de Chorea Vitus; entretanto, a
repercussao do fato foi praticamente nula.

Em 1872, um médico de Long Island (EUA), Dr. George Huntington,
descreveu detalhadamente uma afecgdo que chamou de coréia hereditaria. A
historia relata que pessoas identificadas como bruxas em épocas passadas, muitas
delas eram, na verdade, vitimas dessa enfermidade. O termo coréia, derivado do
grego, significa danca, e € uma designacao muito apropriada para as alteragdes
motoras presentes nesta sindrome, semelhantes a alguns passos de danga
(BARSOTTINI, 2007).
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No artigo original (Figura 1), George Huntington descreveu uma série de
alteracbes, caracterizando um quadro sindrdbmico em que a caracteristica mais
marcante e tipica € um espasmo clénico afetando os musculos voluntarios sem
ocorrer perda da sensibilidade ou consciéncia (HUNTINGTON, 1872).

THE
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Figura 1: Artigo original do médico George Huntington, quando ele descreveu a Coréia,
termo usado antes para se referir a Doenga de Huntington (HUNTINGTON, 1872)

Em 1979, foi iniciado um trabalho as margens do lago Maracaibo, na
Venezuela, que durou 12 anos e foram coletadas aproximadamente 4.000 amostras
de sangue de individuos afetados e grupo de risco pela DH, investigagao liderada
pela médica geneticista Dr. Nancy Wexler. Neste estudo pioneiro foi identificada a
maior familia afetada pela DH (PENNEY et al., 1990).

Gussela, Wexler e Coneally, em 1983, conseguiram localizar o gene
responsavel pela DH (IT15) através da técnica de polimorfismos de fragmentos de
restricdo com auxilio de uma sonda denominada G8. O gene IT15 foi o primeiro
gene localizado responsavel por causar uma doenga genética em Cromossomos
humanos (LANOIS; PAVIOT, 1897 apud BATES, 2005).

Entretanto, foi em 1993 que o Huntington Disease Collaborative Research
Group isolou o gene responsavel pela DH (GIL; REGO, 2008) e descobriu que a

mutacédo responsavel pela doenga de Huntington € a expansdo da repeticdo dos
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trinucleotidios CAG localizada na regido 5' do gene IT15 no brago curto do

cromossomo 4 (Figura 2).

Timeline | Benchmarks in Huntington disease research

1004

1096

Exon trappeng = developed i

WFNIHA, World Federation of Neurology and the International Hurtington Association.

Figura 2: Histdrico detalhado da DH (BATES, 2005)

2.3.2 Genética

2.3.2.1 Gene responsavel pela DH

A doencga de Huntington, como ja mencionado anteriormente, ocorre por
uma mutagao no gene IT15, localizado no brago curto do cromossomo 4 (4p16.3).
Esta mutacao instavel esta localizada na sequéncia codificadora do gene IT15 e se
apresenta por meio de uma variagdo no numero de repeticbes de trinucleotideos
CAG no primeiro exon e, quando expandida, codifica uma cadeia de poliglutamina
proxima a regido amino-terminal da proteina conhecida como huntintina
(MARGOLIS; ROSS, 2003).

Muitos estudos realizados em individuos com etnias diferentes permitiram a
determinacao de unidades de repeticoes CAG consideradas normais e expandidas.
A American College Of Medical Genetics, American Society Of Human Genetics e o

Huntington Disease Genetic Testing Working Group, em 1998, dividiram a
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correlagcdo genotipo/fendtipo em quatro categorias em relagdo ao tamanho das

repeticdes CAG no exon 1 do gene IT15 (Figura 3).

HD Allele = 40

Mutable Mormal Allale 27-35
Hormal allele <326

B/ I —_

1 2 exons &7
Ll IT15 gene

Figura 3: Diagrama do gene IT15 mostrando a localizacao das repeticdes de trinucleotideos
CAG e a classificagao dos intervalos de unidades CAG que definem um individuo
portador de alelos normais, intermediarios, com penetrancia reduzida ou com
penetrancia completa (KENNEY; POWELL; JANKOVIC, 2007; THE
HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993, apud
ANDRICH, 2008)

Os alelos considerados normais possuem menos de 27 copias CAG, com
fendtipo normal. Os alelos intermediarios tém de 27 a 35 repeticbes CAG, sao
considerados instaveis, e por isso, ha risco de transmissao de um alelo expandido
para a prole, apesar disso, os portadores deste tipo de alelo apresentam um fenétipo
normal.

Os alelos com 36 a 39 unidades CAG s&o denominados de pré-mutacionais
com penetrancia reduzida e podem gerar tanto um fendtipo normal como um
fenétipo da DH, apesar do risco ser menor. E os alelos com mais de 39 cépias CAG
sdo os de penetrancia completa, e determinam, inevitavelmente, em alguma etapa
da vida o fenétipo da Doenga de Huntington.

Os alelos com menos de 26 repeticoes CAG nao estido associados ao
fendtipo da DH e ndo demonstram instabilidade génica. Apesar de existirem dois
curiosos relatos de casos de individuos com quadro de DH. Um caso atipico foi
relatado, em 2008, na Alemanha, de um paciente com quadro de DH causado por
um alelo intermediario com apenas 34 unidades CAG. O individuo investigado era
um homem com 75 anos com movimentos coréicos, disturbios cognitivos

progressivos desde 15 anos, portador de alelos em heterozigose com 17 e 34
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unidades de repetigdes CAG. A andlise molecular foi feita a partir de linfécitos
sanguineos e também de células da mucosa bucal em dois laboratérios diferentes,
além de ter sido realizado o diagndstico diferencial de outras doengas como doengas
inflamatorias (Lupus eritematoso sistémico e doencas reumaticas), doencgas
infecciosas, doenca de Wilson, neuroacantocitose, DRPLA, SCA17 e alteracbes
hormonais tireoidianas. Ele ndo possuia histérico familial da DH, e seu pai morreu
aos 72 anos com carcinoma (ANDRICH et al., 2008).

Outro caso, recentemente foi relatado por Kenney, Powell e Jankovic (2007),
de um paciente com sintomas semelhantes a DH e portador de um alelo
intermediario com 29 unidades CAG. Foi realizado o diagnéstico de exclusao para
neuroacantocitose, alteracdes tireoidianas, anticorpos anti-cardiolipina,
sedimentagao eritrocitaria e DRPLA. Além disso, o diagnostico foi realizado com
base na autépsia post mortem do cérebro e foi constatado atrofia cerebral, discreta
gliose e perda neuronal de caudado e putamen. A doenga de Wilson e SCA17 néo
foram excluidas. Porém ambos os estudos ndo mencionam ter sido realizada a
checagem dos pacientes para a doenga Huntington-like.

O tamanho das repeti¢des trinucleotidicas CAG tem, de fato, um significativo
impacto na idade de inicio da DH (THE HUNTINGTON'S DISEASE
COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993, apud ZUCCATO; VALENZA;
CATTANEO, 2010). A idade de inicio é definida como a ocasidao quando os primeiros
sintomas motores, neurolégicos e psiquiatricos (descoordenacdo de movimentos
finos, disturbio de movimentos, emagrecimento, disartria, etc) séo relatados, o que
representa uma mudanca permanente quando comparada ao estado normal.
Conforme estudos existentes nesta area, o tamanho das expansdes esta
relacionado, além da idade de inicio, com o grau de severidade do quadro clinico
(ANDREW et al., 1993; GIL; REGO, 2008). Existem indicios de que a variabilidade
da idade de inicio da DH também possa ser atribuida a fatores ambientais e
genéticos conforme Wexler e colaboradores (2004), neste estudo realizado na
Venezuela sugeriram que os residuos da industria do petréleo que poluem o Lago
Maracaibo possam estar interferindo na idade de inicio e na variabilidade clinica.
Além disso, um estudo que investigou genes modificadores da idade de inicio da
doencga, em um nivel de 10 cM, mostrou forte associagao com as regides gendmicas
4p16, 6p21-23 e 6p24-26 (LI et al., 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Powell%20S%22%5BAuthor%5D
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Outro caso que pode sugerir a existéncia de outros fatores na variabilidade
da idade de inicio, € o de dois gémeos portadores de alelos em heterozigose com 22
e 62 copias CAG que tiveram diferentes idades de inicio da DH, com 17 e 20 anos.
Estes irmaos foram testados por meio de nove marcadores STR e possuem o
mesmo DNA genotipado (RASKIN et al., 2000).

A DH possui heranga autossémica dominante, cada filho de um afetado tem
a probabilidade de 50% de herdar o gene mutado e portanto desenvolver a doenga.
Contudo, quando ambos os alelos s&o expandidos e estdo em homozigose, embora
muito raramente, estes sdo responsaveis pelo agravamento do quadro clinico
quando comparado com portadores heterozigotos para um alelo normal e um
expandido para DH. Os estudos nesta area sugerem que alelos expandidos em
homozigose n&o antecipam o inicio da doenga, apenas alteram a gravidade da
sintomatologia e seus niveis de progressao (SQUITIERI et al., 2003).

Os alelos com penetrancia reduzida (de 36 a 39 repetigbes) ja foram
associados, em alguns casos, com o fenétipo da DH, por meio de confirmacao de
caracteristicas clinicas e patoldgicas documentadas.

Os alelos intermediarios e expandidos sao instaveis durante as meioses e
mitoses, principalmente nos processos de formagdo dos gametas masculinos, cujo
numero de ciclos de divisdo e duplicacdo do material genético € maior em relagéo a
oogénese. Por isso, existe uma maior probabilidade de erro na replicacdo do DNA
na espermatogénese, o que aumenta a possibilidade de risco de mutacdes dos
alelos quando herdados do pai (WHEELER et al., 2007).

Além disso, outros estudos relatam que as expansdes ou contragdes
possam ocorrer na fase pés-zigoética, depois que o embrido esta formado, ja que o
embrido do sexo masculino possui uma maior tendéncia de variagao em relacdo ao
numero de repeticdes CAG (expansdes) e o embrido feminino uma maior tendéncia
de apresentar contragbes (WHEELER, et al., 2007).

A transmissao intergeracional dos alelos expandidos, segundo estudos
realizados, pode cursar com um aumento de 1 a 4 repeticgdes CAG ou com uma
reducéo de 1 a 2 unidades (GIL; REGO, 2008).

Existem dois modelos de processos mutacionais que tentam explicar a
variacao do tamanho destas regides polimoérficas durante o processo de replicagéao
do DNA, sédo eles: a recombinac&o desigual (crossing over desigual) e 0 mecanismo

de slippage (deslizamento da DNA polimerase), conforme Figura 4.
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Figura 4: Modelos de mecanismos mutacionais que explicam a variagdo das unidades de
repeticado, durante a replicagcdo do DNA. a) recombinagao genética desigual e b)
deslizamento da DNA polimerase (slippage) (WEBER; WONG, 1993, apud
GEMAYEL et al., 2010)

O deslizamento (slippage) da DNA polimerase, durante o processo de
replicagdo, € o principal fator causador da variacdo no numero de repeticdes no
gene IT15, localizado no cromossomo 4. Ocorre devido ao alinhamento errado da
DNA polimerase para a formagado de uma nova cadeia de DNA a partir da fita molde.
Nesse processo pode surgir uma alga na fita molde do DNA ou na cadeia nova que
esta sendo sintetizada, e depois, quando ambas sdo desnaturadas para produzirem
novas fitas de DNA complementares a elas, ha reproducdo deste erro de
pareamento nas fitas que serdo formadas a partir delas. Se a alga tiver sido formada
na fita molde, ocorre uma contragcdo da regido de repeti¢cdes trinucleotidicas, mas,
caso a alca tenha sido formada na fita nova de DNA, tem-se uma expansao do
tamanho das unidades de repeti¢gdes (ELLES; MOUNTFORD, 2004).

No evento de recombinag&o, no qual a conversao genética e o crossing over
estdo envolvidos, também pode ocorrer variagdo do numero de unidades de
repetigdes trinucleotidicas. Por exemplo, quando ocorre a formagao de um grampo
durante a sinapse, o que significa que apenas uma parte, geralmente desigual em
comprimento, de cada cromossomo sera trocada, um cromossomo recebera um
fragmento maior devido ao maior numero de regides repetitivas trocadas, e o outro

cromossomo recebera um numero menor. Porém, a recombinacdo nao é o
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mecanismo predominante na geragado de variabilidade dos microssatélites (ELLES;
MOUNTFORD, 2004; GEMAYEL et al., 2010).

A DH juvenil acomete individuos com menos de 20 anos e € causada pelo
fendbmeno de antecipagcao. Este fendbmeno ocorre devido a presenca de expansdes
maiores que 60 unidades CAG no gene IT15 e € normalmente de heranga paterna.

Devido aos fatores ja mencionados, quando ocorre uma grande variagao, em
relacdo ao numero de repeticdes CAG, em transmissdes intergeracionais, os alelos
expandidos normalmente s&o herdados do pai, em raros casos sdo herdados da
mae (THE HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP,
1993). Quando a DH juvenil é transmitida pela mae, o quadro clinico € menos severo
(ANDREW et al., 1993; WHEELER, et al., 2007).

Além das regides compostas por unidades de repetigdes CAG no gene IT15
foram identificadas outras regides adjacentes com caracteristicas polimérficas, como
por exemplo, a regidao polimorfica com repeticdes de trinucleotideos CCG, e uma
delecdo em uma regiao polimoérfica no codon 2642 entre as posigcoes 2642 e 2645.
Estas duas regides mencionadas estdo sendo utilizadas para investigar variagdes de
suas frequéncias alélicas relacionadas a diferentes ancestralidades de uma
populagcdo em relacdo as diferentes origens genéticas do gene anormal para DH
(HECIMOVIC et al., 2002; MOROVVATI et al., 2008).

2.3.2.2 Regides polimérficas de trinucleotideos de repeticdo CAG e CCG

O perfil alélico da regiao polimérfica CAG responsavel por causar a DH varia
de acordo com a populagdo estudada (THE HUNTINGTON'S DISEASE
COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993) (Tabela 2).

Em um estudo sobre a DH realizado no Japao, que analisou as regides
polimorficas CAG e CCG em individuos afetados e normais, foi constatado que a
primeira regido estava relacionada com a idade de inicio e a variabilidade do quadro
clinico da DH; enquanto a segunda regido estava relacionada com a ancestralidade
genética (TZAGOURNISSAKIS et al., 1995).
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Tabela 2: Perfil alélico da regido polimérfica CAG de populagdes diferentes

- Menor alelo e . Média dos
. Média dos . Numero de Menor alelo
Origem Maior alelo que alelos CAG ;
e alelos CAG ~ Cromossomos . e Maior
étnica . nao causam a anormais
normais DH alelo DH
DH para DH
Croacia 18,5+ 3,5 9-34 37 451 +5 39 -66
Japéo 22 8- 31 15 46 36 - 59
47,3+6,8
Turquia 182 %31 10 - 35 127 (mediana 38 -78
(mediana 18) 46)
Creta 19 15-25 35 - 36-42
India 16,8 + 2,08 13-29 28 - 41 - 56
- llha 17,75+ 1,95 10 - 29 53 4736+9,98 38-109
ormosa
Espanha - 8 - 31 115 - 37 - 86
(RBXSTQIIN 18 (mediana 46,7
14 - 30 44 (mediana 39 - 88
et al., 17) 45)
2000)
Brasil
(SILVA et 22 18 - 26 32 50,6 43-73
al., 2000)

Fontes: (RASKIN et al., 2000; SILVA et al., 2000; PRAMANIKI et al., 2000; HECIMOVIC et al., 2002;
AKBAS; ERGINEL-UNALTUNA, 2003; KARTSAKI et al., 2006; WANG et al., 2004; GARCIA-
PLANELLS et al., 2005; MOROVVATI et al., 2008).

Um estudo realizado na ilha de Creta relacionou cada tamanho das unidades
CAG com a mediana da idade de inicio dos individuos com DH estudados
(TZAGOURNISSAKIS et al., 1995), mostrando que quanto maior o tamanho da

expansado CAG mais cedo a DH se manifesta (Tabela 3).
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Tabela 3: Mediana e idade de inicio dos primeiros sintomas da DH na ilha de Creta

Tamanho do alelo CAG  Média da idade de inicio (em anos)

N=886
39 66 (29 - 27)
40 59 (56 -61)
41 54 (52 - 56)
42 49 (48 - 50)
43 44 (42 - 45)
44 42 (40 - 43)
45 37 (36 - 39)
46 36 (35 - 37)
47 33 (35-51)
48 32 (30 - 34)
49 28 (25 - 32)
50 27 (24 - 30)

Fonte: (TZAGOURNISSAKIS et al., 1995).

Os perfis alélicos de outras populag¢des investigadas, em relagédo a DH, que
nao foram mencionadas anteriormente estdo relatados na Tabela 4 para que se

possa visualizar a variabilidade no perfil alélico entre populagdes distintas.

Tabela 4: Distribuicdo do numero de repeticbes CAG em individuos com DH de acordo com
a nacionalidade e grupo étnico

Nacionalidade e Grupo Numero de Cromossomos DH Numero
étnico individuos de repeticoes CAG
- -- média intervalo
Holanda 28 43 37 59
Inglaterra 118 44 38 - 63
Franga 45 44 36 - 100
Alemanha 46 44 40 -65
Gra-Bratenha 74 44 39 - 121
Irlanda 43 42 39-52
Italia 52 44 39-54
Noruega 23 46 39-71
Russia 22 41 37 -47
Escécia 91 43 38-71
Suécia 103 43 38-88
Canada 35 45 36-75

Fonte: (RASKIN et al., 2000).
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A instabilidade somatica ou mosaicismo das unidades de repeticdes CAG
podem explicar o surgimento do fendétipo da DH em alelos com menos de 36
unidades CAG, mesmo que as repeti¢gdes trinucleotidicas, causadoras da DH, ja
tenham sido descritas por alguns autores como n&o possuidores de instabilidade
somatica (TELENIUS et al., 1994, apud ANDRICH et al., 2008).

Diferentes tamanhos dos alelos CAG foram detectados, em um estudo
realizado com doze individuos afetados pela DH, no qual os maiores niveis de
mosaicismo foram identificados nas células do cérebro e do esperma. Por exemplo,
em dois individuos o alelo expandido CAG variou de 8 a 13 unidades (TELENIUS et
al., 1994).

Outro estudo que identificou a instabilidade genética nos espermas das
repeticoes CAG foi realizado na Venezuela com 112 individuos por Wheeler e
colaboradores (2007). O estudo concluiu que quanto maior as unidades
trinucleotidicas CAG, determinadas pelos linfocitos, maior € a instabilidade somatica

das células do esperma (Figura 5).
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Figura 5: Auto radiograma de um gel mostrando os produtos da PCR de trés individuos
afetados pela DH. Onde estdo demonstrados os alelos normais (N) e os
expandidos (E) de diferentes amostras biolégicas de cada individuo testado, como
linfécitos (L) e células do esperma (S) (WHEELER, et al., 2007)
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Entretanto, em um estudo realizado por Kono e colaboradores (1999) o
mosaicismo ou instabilidade genética em relagcdo ao numero de unidades de
trinucleotideos CAG em diferentes regides do cérebro dentre outros tecidos nao foi
detectada.

Os hapldtipos variados, das regides CCG, regides adjacentes as CAG,
identificados em populacdes diferentes, confirmam a existéncia de mutagdes que
ocorreram de forma independente e distinta a partir de um ancestral comum,
portador da mutacédo responsavel por causar a DH (GARCIA-PLANELLS et al.,
2005).

Esta variabilidade tem sido investigada por meio da correlagdo entre a
frequéncia dos alelos CCG em cromossomos normais e dos alelos CCG em
cromossomos mutados para DH (SQUITIERI et al., 1994 apud PRAMANIK et al.,
2000) em varias populag¢des (Tabela 5). Na populagdo com descendéncia da Europa
Ocidental, que possuem alta prevaléncia da DH, a maior frequéncia dos alelos CCG

encontrada sdo com 7 unidades CCG.

Tabela 5: Perfil alélico da regido polimoérfica CCG de diferentes populagbes

Origem étnica Numero de Maior Alelos CCG

cromossomos frequéncia encontrados

DH dos alelos
CCG

Croacia 37 7 7e10
Japao 15 10 7e10
Espanha 79 7 7e10
Ilha Formosa 53 7 6a11
india 28 7 4,7e10

Fontes: (PRAMANIKI et al., 2000; HECIMOVIC et al., 2002; WANG et al., 2004; GARCIA-PLANELLS
et al., 2005; MOROVVATI et al., 2008).

Varios estudos sugerem outras regides polimérficas que podem interferir na
variabilidade da idade de inicio da sintomatologia, como a regido ndo codante do
receptor de glutamato localizada no gene GRIK2 (ZENG et al.,, 2006), como os
genes UCHL1, (METZGER et al., 2006), os genes da apoliproteina E2 e E3 (KEHOE
et al., 1999) e o regulador transcricional CA150 (ARANGO et al., 2006; ZENG et al.,
2006), dentre outros. Devido ao grande numero de correlagbes com estas e outras
regides genéticas ja identificadas em relagdo a variabilidade ndo sé da idade de

inicio, como do quadro clinico da DH, existem inumeros estudos focados nesta area
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visando relacionar as regides polimérficas com aspectos clinicos e genéticos da DH
(METZGER et al., 2006).

2.3.2.3 Fatores inter e intrageracionais dos alelos expandidos

Pesquisas realizadas em relagdo aos fatores intergeracionais dos alelos
expandidos revelam que existe diferenca significante entre a transmisséo paterna
dos alelos e a transmissao materna (valor de p<0,0001), assim como diferenga na
proporcao entre ocorréncia de contragdes e de expansdes quando os alelos CAG
sdo transmitidos pelo pai ou pela mae (Tabela 6). A idade dos pais quando o alelo
expandido é transmitido ndo é um fator que influencia na alteragdo do tamanho dos
alelos a prole (KOVTUN et al., 2004; WHEELER et al., 2007).

Tabela 6: Transmissao do alelo expandido CAG na populagédo da Venezuela

Total Feminino Masculino
Numero de transmissdes 495 311 184
Média das unidades CAG 44 4 447 43,9
dos pais
Alelos alterados 364 (74%) 214 (69%) 150 (82%)
Contragdes 137 (28%) 107 (34,5%) 30 (16%)
Expansdes 227 (46%) 107 (34,5%) 120 (65%)
Média da variacado das +1,27 -0,04 +3,5
unidades CAG
Variacado das unidades CAG -7 a +41 -5a+10 -7 a +41

Fonte: (WHEELER et al., 2007).

Em 2004, foi descrito um caso no qual o pai, afetado com 54 repeticoes
CAG, transmitiu ao filho uma expansdo com 216 repeticbes, uma das maiores
expansoes intergeracionais relatadas (SENECA et al., 2004). E logo apés, em 2005,
foi relatado um caso de expansdo intergeracional transmitida pela mae, cuja
expansao era de 70 unidades CAG e foi transmitida a filha uma expansao com 130

repeticdes, o que geralmente nao ocorre (NAHHAS, et al., 2005).
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E um estudo realizado no Brasil em 2000 por RASKIN et al. teve mais
ocorréncias de expansdes quando a transmissdo foi paterna. E as contracdes
ocorreram mais no alelo transmitido pela mae. E em dois casos tanto a transmissao
materna como a paterna foram estaveis, ndo houve variacdo do alelo expandido
(Tabela 7).

Tabela 7: Transmissao do alelo expandido CAG na populacéao brasileira

Transmissao

Pai - filho (n=6) Ma(tre]; ‘l;l)lho
Contracao 0 1
Estavel 1 ]
Expanséo 5 )

Fonte: (RASKIN et al., 2000).

Também foi investigada, na Venezuela, a instabilidade dos alelos CAG
expandidos quanto ao sexo da prole, no qual as transmissdes maternas e paternas
foram detalhadas de acordo com o sexo dos filhos que receberam o alelo mutado
(Tabela 8).

Tabela 8: Transmissao do alelo expandido CAG a prole do sexo feminino e masculino na
populacédo da Venezuela

Materna Paterna
filhas filhos filhas filhos
Numero de transmissdes 147 164 96 88
Média das unidades CAG dos pais 44,8 445 44,3 43,6
Alelos alterados 99 (67%) 115 (70%) 79 (82%) 12 (14%)
Contragdes 62 (42%) 45(27%) 18 (19%) 59 (67%)
Expansdes 37 (25%) 70 (43%) 61 (64%) 59 (67%)
Média da variagao das unidades CAG -0,4 +0,28 +3 +4
Variagdo das unidades CAG -5a+5 -5a+10 -6a+29 -7 a+41

Fonte: (WHEELER et al., 2007).

2.3.3 Huntintina (HTT)

A huntintina, proteina codificada pelo gene IT15, é composta por mais de
3100 aminoacidos e possui massa molecular de aproximadamente 349 kDa,

dependendo do numero de residuos de glutamina anexados na regido NHy-terminal.
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A HTT é expressa em todo o corpo, nas células neuronais e nas ndo-neuronais, e
nao possui analogia estrutural com nenhuma outra proteina conhecida (DIFIGLIA et
al., 1997; GIL; REGO, 2008). Entretanto, o suposto ganho de funcao toxica atinge
curiosamente apenas determinadas regides neuronais, como o estriado e o cortex
cerebral (GIL; REGO, 2008).

O estudo da fungdo fisioldgica da huntintina no cérebro adulto ajuda a
compreender algumas das caracteristicas da doenca de Huntington que ainda
aguardam explicacdo. Apesar de ser uma proteina de expresséo ubiquitaria, apenas
o estriado e as camadas mais profundas do coértex sdo afetados durante a
progressao da doenga. A HTT normal é capaz de aumentar a sobrevida celular
(RIGAMONTI et al., 2000) e é responsavel por promover a expressao do brain
derived neurotrophic factor (BDNF), uma neurotrofina extremamente importante para
a sobrevivéncia dos neurdnios do estriado (ZUCCATO et al., 2001).

Nas células dos mamiferos, a HTT esta associada com uma variedade de
estruturas celulares incluindo o nucleo, o reticulo endoplasmatico, o complexo de
Golgi, componentes do citoesqueleto e a mitocdndria. Além disso, foi encontrada em
sinapses neuronais, participando de mecanismos como endo- e exocitose dos
terminais sinapticos e em vias metabdlicas celulares diversas, nos quais a HTT esta
fortemente relacionada com varias estruturas vesiculares, endossOmicas e
microtubulares revestidas principalmente pelas proteinas clatrinas (ZUCCATO;
VALENZA; CATTANEO, 2010).

As principais fungdes intranucleares da huntintina selvagem (wild-type) sao:
trafico de proteinas, transporte de vesiculas, ancoragem do citoesqueleto,
endocitose mediada por clatrinas, sinalizagao pos-sinaptica, regulagao transcricional
e fungdes anti-apoptaticas (GIL; REGO, 2008).

Conforme estudos recentes, foram identificadas 234 proteinas associadas
com a HTT. A presenga da cauda de poliglutamina expandida pode modificar ou
inibir a fungdo normal dessas proteinas que fazem interagdo com a HTT (GIL;
REGO, 2008).

A delecdo da HTT em estudos realizados em ratos conferiu letalidade
embriolégica nos animais, 0 que sugere seu relevante papel na formacao e
desenvolvimento do embrido (NASIR et al. 1995).

Como ja mencionado, a HTT quando mutada ganha uma cauda de

poliglutamina expandida, resultante de inser¢cbes de unidades de repeticdes CAG,
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na regido NHy-terminal da molécula protéica além do limite normal no gene IT15. Na
HTT normal esta cauda é composta por 6-35 glutaminas, porém nos individuos
afetados pela DH quanto maior esta cauda mais cedo € a idade de inicio da doenca
(HAN et al., 2010).

As cadeias poliglutaminicas expandidas levam a fragmentagédo da proteina,
que tende a auto agregar-se no interior da célula nervosa. A agregacao de
fragmentos protéicos causa a alteragao no funcionamento neuronal e possivelmente
tem papel no processo de morte neuronal (BARSOTTINI; FERRAZ, 2005).

Portanto, a presencga de inclusdes neuronais intranucleares (DIFIGLIA et
al.,1997), que sao agregados da HTT selvagem em neurdnios do estriado e cortex
cerebral, ndo sao causadoras da neurodegeneracgao, e sim formas de protecao do
proprio organismo contra a toxicidade da proteina mutada. Os agregados protéicos
sao caracteristicas encontradas ndo s6 na DH, mas também, em outras doencas
com expansoes poliglutaminicas (SAPP et al., 1999). Até os dias atuais ainda nao se
sabe por completo porque as inclusdes neuronais da HTT induzem a disfungao e
morte celular. Sabe-se que, a HTT em condigdes normais protege as células
neuronais do estriado de estimulos apoptoéticos variados (GIL; REGO, 2008).
Acredita-se que a adigdo da cauda de poliglutamina (poliQ) na HTT mutada
determina um ganho de fungao toxica, que afeta tanto células neuronais como nao
neuronais.

Existem investigacdes nesta area para esclarecer o porqué da proteina
mutada atingir apenas algumas populagdes de células neuronais, se é por um fator
seletivo ou por diferenciagao celular. Entretanto, Han e colaboradores (2010) sugere
que o efeito téxico da HTT mutada nao seja seletivo, por afetarem células neuronais
de linhagens diferentes; e afirma que, ao contrario disso, alguns tipos celulares com
caracteristicas especificas podem se diferenciar, de modo que, possibilitem o
aumento da vulnerabilidade pela HTT com a poliQ de toxicidade induzida, e por isso
sao afetadas.

A distribuicdo da huntintina, em relacdo a topografia e a imunorreatividade
celular, foi observada em regides do estriado em humanos, com menor

imunorreatividade celular identificada no nucleo caudado e putamen.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Han%20I%22%5BAuthor%5D
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2.3.4 Mecanismos de neurodegeneracéao

Durante o desenvolvimento da DH, a huntintina mutada induz a disfuncao
intranuclear progressiva, o0 que acarreta a degeneragdo de importantes vias
neuronais e perda de células do estriado. O principal tragco da DH € a atrofia gradual
do nucleo caudado e putamen. A presencga de inclusdes neuronais intranucleares e
o agregado de proteinas em neurites distréficas sdo caracteristicas observadas
antes da perda de massa cerebral ou atrofia, além de, preceder também, o inicio dos
sintomas Os individuos com Huntington juvenil ndo apresentam, normalmente, as
inclusdes neuronais (VONSATTEL; DIFIGLIA, 1998).

Embora ndo sejam resultados de interferéncias diretas da HTT mutada,
varios mecanismos como a excitotoxicidade, alteragdes metabdlicas, disfuncdes
mitocondriais, estresse oxidativo, apoptose e autofagia sdo processos relacionados
a neurodegeneragao encontrada na DH (GIL; REGO, 2008).

O grupo neuronal mais afetado € composto pelos neurbnios espinhais de
porte médio, que correspondem a 95% do total dos neurdnios que compdem o
estriado. Acredita-se que essa populacdo de neurbnios quando lesionados
provocam o descontrole de movimentos, trago caracteristico na sintomatologia da
doenca de Huntington (JOEL, 2001).

Outra caracteristica observada é a redugao da quantidade de mitocéndrias
presentes nas células neuronais afetadas pela DH, além de possuirem funcao e
morfologia alteradas. Uma vez que, a mitocondria € uma organela responsavel pela
producao de energia, as atividades e processos vitais sofrem o déficit bioenergético
e estresse oxidativo. Esse fato também é observado em outros tecidos e células tais
como musculos, linfoblastos e leucécitos (JIN; JOHNSON, 2010).

A HTT mutada serve de substrato para as caspases e calpainas, proteinas
cuja fungdo € mediar a formacado de fragmentos toxicos N-terminais, por isso a
atividade dessas enzimas encontra-se aumentada em individuos com DH. O
sequestro de pré-caspases nos agregados protéicos promove a ativagdo deste
grupo de proteinas, o que desencadeia uma cascata intracelular de eventos
proteoliticos. Diante dos fatores expostos, acredita-se que a perda de células
neuronais do estriado ocorre, além de outros fatores, por contribuicdo de

mecanismos apoptoticos (GIL; REGO, 2008).
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O aumento de atividades endossémicas e lisossdbmicas é induzido pela
presenca da HTT alterada, além do sequestro da proteina quinase Mammalian
Target of Rapamycin (mMTOR), com subsequente inibicdo da sua atividade quinase.
As proteases lisossOmicas, como as catepsinas, promovem o acumulo dos
fragmentos da HTT mutada e inibem a atividade quinase mTOR que, normalmente,
induz a autofagia (RAVIKUMAR et al., 2004).

Recentemente, alguns estudos demonstraram que o hipotalamo também
pode apresentar atrofia significante em pacientes com DH (KASSUBEK; GAUS;
LANDWEHRMEYER, 2004). Em geral, a atrofia cerebral, de forma generalizada,
observada em casos severos da doencga, faz com que a massa do cérebro sofra
uma reducéo de aproximadamente 40% de seu volume (GUSELLA, 2010).

A perda neuronal observada no cerebelo é mais agravada no caso do
Huntington juvenil (RUOCCO; BONILHA; LI, 2008).

O sistema mais utilizado para avaliar os diferentes graus de severidade em
relacdo a degeneracao do estriado foi desenvolvido por Vonsattel e Difiglia (1998).
Esse sistema foi baseado em cinco casos da doenga com diferentes graus de
severidade das alteragdes do estriado post mortem. O grau zero € semelhante ao
cérebro de um paciente que ndo tem a doenca, em um exame menos detalhado.
Entretanto mesmo no grau zero 30-40% dos achados histolégicos apresentaram
perda neuronal da cabeca do nucleo caudado. No grau um, a atrofia observada de
nucleo caudado esta presente na porgao caudal e corpo. O grau dois esta associado
a uma maior atrofia do estriado em relagéo ao grau anterior. No grau trés apresenta
uma severa e brutal atrofia do estriado. E no quatro, ha uma perda neuronal de mais
de 95%, acompanhada da atrofia severa do estriado.

O grau de atrofia do estriado esta correlacionado com a degeneragao, néo
s6 dessa regido, mas com outras estruturas cerebrais. Estas se encontram
inalteradas ou com ligeiros tragos de atrofia, enquanto nos graus trés e quatro, o
cortex cerebral, globo palido, talamo, nucleos subtalamicos, substancia negra e
branca e o cerebelo estdo perceptivelmente afetados (VONSATTEL; DIFIGLIA,
1998).

Existem outras razdes pelas quais os movimentos coréicos podem surgir,
como por exemplo, uso de medicamentos neurolépticos e vasculites, que nao foram

excluidos pelo estudo realizado por Kenney, Powell e Jankovic (2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Powell%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jankovic%20J%22%5BAuthor%5D
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Avangos nas técnicas de neuroimagem tém contribuido para um melhor
entendimento da DH, tém estabelecido correlagcbes importantes entre mudancas
morfolégicas do cérebro e o desenvolvimento de déficits cognitivos de atengao,
memoria e fungbes executivas, enquanto estudos funcionais demonstraram uma
relacdo entre disfungbes estriatais e performances cognitivas (MONTOYA et al.,
2006).

2.3.5 Sinais e sintomas clinicos presentes na DH

Os individuos que possuem a proteina mutada a expressam em alguma
etapa da vida (GIL; REGO, 2008). Os primeiros sintomas da doenga sao sutis:
movimentos coréicos, involuntarios descritos como individuo desajeitado, com
incoordenacdo motora fina, movimentos incoordenados de membros superiores €
inferiores, também conhecida como Coréia de Huntington (GIL; REGO, 2008). A
progressao é lenta e o aparecimento de movimentos coréicos ocorre em 90% dos
pacientes adultos (WILD; TABRIZI, 2007). Os movimentos involuntarios dos
musculos distais e proximais se tornam mais severos e o individuo perde,
gradualmente, a capacidade de locomogédo e, eventualmente, de comunicagao
(PENNEY et al.,1990). A bradicinesia e a rigidez sdo sintomas comuns em estagios
mais avancados da doenga de Huntington (SANCHEZ-PERNAUTE et al., 2000). O
obito do portador da DH, geralmente, ocorre devido a uma falha cardiaca ou uma
pneumonia por aspiragao (GIL; REGO, 2008).

A maioria dos pacientes apresenta distrofia muscular e emagrecimento,
apesar da alta ingesta calérica (DJOUSSE et al., 2002). Algumas anormalidades
endocrinolégicas também s&o encontradas em pacientes com DH, como por
exemplo, niveis elevados de corticosteréides (BJORKQVIST et al., 2006) e niveis
inferiores ao normal de testosterona (MARKIANOS et al., 2005).

A epilepsia ndo é uma caracteristica comum na DH adulta, sdo mais comuns
na DRPLA e na SCA17/HDL4 (WILD; TABRIZI, 2007). A capacidade cognitiva é
severamente afetada durante a evolucdo e a alteracdo dos processos intelectuais do
individuo € o primeiro sintoma que aponta esse déficit. Essa alteracdo pode ocorrer
décadas antes do aparecimento dos sintomas motores causados pela doenca e

podem piorar com o tempo até chegar a deméncia.
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Existem também outros disturbios como o de mudanca de personalidade,
irritabilidade, apatia, disturbios sexuais e quadros depressivos que fazem parte dos
tracos psiquiatricos de alguns portadores (FOLSTEIN et al., 1983).

O Huntington juvenil, normalmente associado a uma expansédo de
trinucleotideos CAG muito grande (>50 a 60 unidades), possui manifestagoes
clinicas diferentes do Huntington em adultos e tem a progressdao mais rapida.
Manifesta-se principalmente por meio de ataxia, bradicinesia, rigidez, regressao
psicomotora e distonia, enquanto na doenga adulta, as caracteristicas mais
proeminentes sao os movimentos involuntarios, mudancas de personalidade e
deméncia (NAHHAS et al., 2005). Os ataques epiléticos sdo caracteristicas mais
comuns na DH juvenil.

Os critérios adotados, em relacdo ao quadro clinico, para a indicacdo do
diagndstico molecular para a doenca de Huntington sao:

a. histérico familial da doencga,

b. disturbios motores progressivos com coréia ou rigidez de causa desconhecida,

c. disturbios psiquiatricos com deméncia progressiva idiopaticos (VONSATTEL,;
DIFIGLIA, 1998 apud ZUCCATO; VALENZA; CATTANEO et al., 2010).

Os individuos que apresentam esses sintomas podem ser submetidos, por
indicagdo médica, a testes genéticos a fim de se identificar a mutagao responsavel
pela DH e confirmar o diagnéstico clinico (VONSATTEL, et al., 1985).

2.3.6 Tratamento atual e perspectivas sobre o tratamento

Apesar de muitos esforcos por meio de estudos experimentais ainda nao
existe tratamento curativo ou preventivo para a doenga de Huntington. Os sintomas
relacionados a disturbios comportamentais e depressivos podem ser tratados com
antidepressivos e inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS).
(BONELLI; HOFMANN, 2007).

Transtornos psicoticos podem ser manejados com antipsicoticos tradicionais,
como o haloperidol, porém tem se optado pelos novos antipsicoticos chamados de
atipicos, como por exemplo, a risperidona. Os sintomas motores como a coréia séo
tradicionalmente tratados com bloqueadores dopaminérgicos, como haloperidol,

clozapina, olanzapina, risperidona e quetiapina.
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O A&acido valproico tem sido utilizado em individuos com irritabilidade e
agressividade e no controle dos movimentos coréicos, € uma droga com efeitos
colaterais menores quando comparados aos antipsicéticos. Atualmente, medicacdes
como agentes antiglutamatérgicos e depletores dopaminérgicos tém sido utilizadas
no controle dos sintomas motores com boa resposta (SAVANI; LOGIN, 2007).

Apesar do tratamento da disfungdo cognitiva da DH ser insatisfatorio,
existem alguns estudos que testaram a rivastigmina, um inibidor da
acetilcolinesterase, que tém mostrado resultados preliminares satisfatérios no
controle da progresséo da disfungao cognitiva (TOMMASO et al., 2007). Porém, sua
utilizacdo ainda ndo € amplamente aceita.

Com a existéncia atual de estudos clinicos tentando utilizar drogas com
teodrico efeito neuroprotetor como o riluzole, a minociclina (tetraciclina com efeito
inibidor das caspases) e a coenzima Q10 (efeito antioxidante e co-fator envolvido em
mecanismos mitocondriais), aguardam-se resultados mais definitivos para indicagao
formal do uso de tais medicamentos.

Algumas técnicas cirurgicas, como o transplante de células estriatais fetais
em estudos preliminares, revelaram resultados promissores, inclusive com estudos
de imagem funcional mostrando recuperagao de atividade metabdlica nos pacientes.
Esses estudos sdo experimentais tém sido realizados em uma amostra de individuos
muito pequena.

Abordagens terapéuticas atuais envolvendo células-tronco com capacidade
de se transformarem em neurdnios ou células gliais ainda sdo extremamente
prematuras, portanto ainda ndo podem ser aplicadas em individuos afetados pela
DH (KIM, 2007).

Em 2009, foi realizado um estudo com uma proteina chamada RHES,
especifica da regido do estriado, cuja fungdo é mediar a citotoxicidade da HTT
quando mutada. A proteina RHES é capaz de induzir, quando ligada a HTT mutada,
mecanismos de citotoxicidade e, devido a isso, diminuem a sobrevida dos neurénios
do estriado em 60% por meio de morte celular. Quando a proteina RHES (Ras
Homolog Enriched In Striatum) estd ligada a HTT normal, ndo ha reducé&o da
sobrevida celular. Portanto, drogas produzidas com o objetivo de bloquear a ligagao
entre a HTT mutada e a proteina RHES terdo alto potencial terapéutico
(SUBRAMANIAM et al., 2009).
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3 OBJETIVO GERAL

Investigar em nivel molecular as unidades trinucleotidicas CAG, em
individuos brasileiros afetados e grupo de risco da DH, quanto ao seu numero de

repeticdes, sua contragdo ou expansao inter e intrageracional.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, por meio de softwares, 2 pares de primers utilizados em protocolos
de diagnostico da DH;

Ajustar e validar a técnica padrdo de PCR e eletroforese capilar para a
realizacéo do diagnostico molecular para DH;

Investigar repeticdes trinucleotidicas CCG adjacentes a regidao de expansao
CAG;

Relacionar idade de inicio de sintomatologia da DH com o numero de
repeticoes CAG e CCG;

Relacionar a regido polimorfica de trinucleotideos CCG com a origem

genética dos genes anormais para DH.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Foi realizado um estudo do tipo descritivo transversal.

Os individuos que participaram da pesquisa foram provenientes de
atendimentos no ambulatério de genética do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle
e de familias cadastradas na Associagéo Brasil Huntington (ANEXO A) residentes no
estado do Rio de Janeiro, além de individuos residentes na cidade de Ervalia no
Estado de Minas Gerais. Os individuos residentes em Ervalia - MG ja participavam
de outro projeto sobre aspectos farmacoldgicos em relagdo a DH e ainda nao tinham
sido investigados em nivel molecular. Os pacientes de Ervalia foram atendidos em

uma policlinica particular em Ervalia - MG.

4.1.1 Critérios de inclusao/excluséo

Os critérios de inclusdo foram: apresentar quadro clinico sugestivo da DH,
com a indicagdo de um neurologista, e/ou fazer parte do grupo de risco da Doenca
de Huntington.

Todos os individuos que estavam de acordo e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) do presente estudo foram incluidos. Os
individuos com nacionalidade estrangeira e os adotados pelas familias estudadas

foram excluidos.

4.1.2 Instrumentos utilizados para a coleta de dados

Os dados obtidos de individuos afetados e ndo afetados pela DH foram
coletados por meio de um questionario (APENDICE A) baseado no questionario
aplicado no ambulatério de genética do HUGG, o qual investigou os seguintes
dados: sexo, idade atual do individuo e tempo de doencga até 01/01/2011, idade de
inicio das manifestagdes clinicas, numero de individuos afetados na mesma familia,

transmissao materna ou paterna do alelo mutado da DH e a naturalidade.
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Os heredogramas construidos de cada familia foram organizados com

auxilio do programa GenoPro versao 2007.

4.2 METODOS

4.2.1 Coleta de material biolégico

Foram coletados de 1-3 mL de sangue periférico para a analise molecular
em tubos com o anticoagulante EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid), com
excecao de dois individuos que tiveram o material biolégico coletado por meio de
raspados da mucosa oral. O material biolégico de células do raspado e sangue

foram armazenados em geladeira a 4 °C até que a extragdo do DNA fosse realizada.

4.2.2 Extragcao de DNA

Foi utilizado o protocolo de extragdo de sangue total do kit Blood Genomic
Prep Spin, GE Healthcare. As amostras de DNA ja extraidos foram armazenadas em
freezer a -8 °C.

Os extratos de DNA foram quantificados e tiveram seu grau de pureza
analisados por espectrofotometria no espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000).

Cada individuo teve seu DNA extraido duas vezes a partir da amostra
biolégica coletada e, a extragdo foi realizada em dias diferentes por motivo de

seguranga.

4.2.3 Reacdes da PCR (Polymerase Chain Reaction)

O desenho dos primers, os protocolos de amplificagdo pela técnica de PCR
e a analise de fragmentos polimorficos em eletroforese capilar foram criados
conforme Barboza e colaboradores (2010) técnica desenvolvida pelo Prof. Dr.

Enrigue Medina-Acosta, coordenador do NUDIM (Nucleo de Diagnoéstico e
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Investigacdo Molecular, sede Hospital Escola Alvaro Alvim - Universidade Estadual
do Norte Fluminense) da cidade de Campos dos Goytacazes, RJ.

As regides genéticas, alvo da investigacao deste estudo, localizadas no
gene responsavel pela DH (IT15) foram entdo delimitadas pelos primers
denominados HD1-6FAM (senso), HD3 (antissenso) e HD4 (antissenso) (Tabela 9).

Tabela 9: Primers genéticos utilizados no protocolo de PCR do presente estudo

Primers Sequéncia do primer Tamanho do primer (pb) Sentido

HD1-6FAM  6FAM - 5' TGGCGACCCTGGAAAAGCTGAT 3' 22 pb senso
HD3 5' GCGGTGGCGGCTGTTGCTGCT 3' 21 pb antissenso
HD4 5' CGGCGGCGGCTGAGGAAGCTG 3' 21 pb antissenso

Neste trabalho alguns itens do protocolo utilizado no NUDIM foram alterados
como relatado abaixo. As modificagbes da técnica foram realizadas com base nos
protocolos citados no livro Molecular Cloning: a Laboratory Manual (MANIATIS;
FRITSCH; SAMBROOK, 1982). Os fatores alterados foram: a quantidade da Taq
polimerase, a duracao do ciclo de extensdo da técnica de PCR, a concentragao de
DNA e a de MgCl, (no protocolo da GoTaq® Green Master Mix 2X o MgCl ja vem
adicionado a enzima).

Para a escolha da Taq polimerase mais adequada foram testados dois tipos,
fabricados por empresas diferentes, a AmpliTag® DNA Polymerase (nimero do
catalogo: N801-0055) da Applied Biosystems, Foster City, CA, USA e a GoTaq®
Green Master Mix 2X (numero do catalogo: M7122) da Promega, Madison, WI. A
GoTag® Green Master Mix 2X foi a escolhida para ser utilizada por propiciar uma

amplificagao eficiente dos fragmentos alvos (Figura 6).
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Figura 6: Fotografia de um gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. No slot de
namero um do gel foi aplicada a escala alélica, no slot dois, trés e cinco foram
aplicados os amplicons das reacdes de PCR com a AmpliTag® DNA Polymerase,
nas quais foram variadas as concentragdes de DNA: entre 50, 100 e 200 ng,
respectivamente, para 12,5 yL de volume total. No slot quatro foram aplicados
amplicons nas mesmas condi¢des da reagdo do slot cinco, exceto a enzima
utilizada que foi a GoTaq® Green Master Mix

O tempo do ciclo de extensao da reagao de PCR foi aumentado de dez para
cinquenta minutos para que os produtos de amplificagdo com tamanhos maiores
pudessem ser estendidos e sintetizados completamente. Com isso, os picos
resultantes nos eletroferogramas, observados entre os picos de bandas stutters e os
picos principais, se apresentaram mais evidentes facilitando a definicdo e selecao
dos picos principais.

A reacao de PCR foi testada com concentragdes diferentes de DNA (1, 10,
50 e 100 ng / 12,5 pL de mistura reacional). As misturas reacionais que propiciaram
de forma eficiente produtos amplificados (amplicons) continham de 10 a 100 ng de
DNA quando identificados por analise de fragmentos por meio de eletroforese no
analisador genético modelo ABI 3500 da Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.
Entretanto, quando a reagdo de PCR tinha 100 ng as alturas dos picos eram

maiores, gerando picos mais evidentes (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Eletroferograma resultante de uma analise de fragmentos polimorficos das reacdes
de PCR com 10 ng de DNA da amostra de numero 001. Legenda: Picos azuis
cheios: picos principais; picos azuis vazios: stutters e picos cor laranja: escala
alélica padréo (G5 LIZ, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
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Figura 8: Eletroferograma resultante de uma analise de fragmentos polimorficos das reacdes
de PCR com 100 ng de DNA da amostra de numero 001. Legenda: Picos azuis
cheios: picos principais; picos azuis vazios: stutters e picos cor laranja: escala
alélica padrao (G5 LIZ, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

As condi¢des da reacao de PCR escolhidas como as mais ideais para o
processamento da amostra foram: 10 pmoles de cada primer, 50 a 100 ng de DNA e
6,25 uL de GoTag® Green Master Mix da Promega (1.5 mM de MgCl,, 200 uM de
cada dNTP) e agua DNAse free g.s.p. para um volume final de 12,5 microlitros.

Foram realizados dois tipos de reagdes de PCR, uma para cada regiao
polimorfica alvo do gene IT15 (4p16.3) (Figura 9), sendo que as duas regides foram
delimitadas pelo mesmo primer senso, o HD1-6FAM, com fluoréforo acoplado na
regido 5-terminal. Os primers antissenso denominados HD3 e HD4 delimitavam,
respectivamente, as regides polimorficas de trinucleotideos CAG e CAG + CCG,

sendo a regido polimérfica CAG diretamente relacionada com a DH (Figura 10).
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Os dois tipos de reacado de PCR sao uteis para identificar os alelos das duas
regides genéticas polimoérficas, a que contém unidades repetidas de trinucleotideos
CAG de numero variavel, utilizada para o diagndéstico de DH, e a que contém
unidades repetidas de trinucleotideos CCG que é util na determinagcdo da
ancestralidade genética do gene mutado. Além disso, a analise da regido polimorfica

CCG auxilia de forma indireta na confirmagéo do tamanho dos alelos da regiao CAG.

CCGCCATGGCGACCCTGEGOAAAAGCTGATGAAGGCCTTCGA
GTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCoCcocagococagececaooocTeccTC
AGCTTCCTCAGCCGCCGCCGCAGGCACAGCCGCTGCTGCC
TCAGCCGCAGCCGCCCCCGCCGCCGCCCCCGCCoCCACCC
GGCCCOGCTGTGGCTGCGAGGAGCCGCTGCACCGACCA

Figura 9: Representacdo das duas regides polimérficas analisadas, localizadas na regiao
inicial do primeiro exon do gene IT15. Em azul encontra-se a regido polimérfica de
interesse deste estudo com repeticbes de trinucleotideos CAG e em amarelo
encontra-se a regiao de repeticao da trinca CCG

COGCCATGGOGACCCTOGAR A AGCTHATGES
GGCCTTCGAGTCOCCTCALGTCCTTCCA G AT
L UL U LGOLGUAGUAGULAGUAGTAGCE
GULGCLGCLGULAGCAGCAGCAGCAGCALCAG
oG AL CGLCGUOGCCGOCTOC
TCAGCTTCCTCAGCDCGOCGCCG

CTCAGCCGLAGCCOGCCCCCG RS
COGCCCC GG oA CCOEGUCCGE T TG G

TOLGGAGCCGUTGUACTZACC,

Figura 10: Localizag&o da regido de hibridagdo dos primers no primeiro exon do gene IT15.
Em amarelo a regidao do primer HD1-6FAM com fluoréforo, em azul a do HD3 e
em vermelho a do HD4

Portanto, a primeira reacédo de PCR, com o par de primers HD1-6FAM/HD3,
propiciou a identificagcdo do tamanho da regido com repeticdes de trinucleotideos

CAG, e a segunda reagdao, com o par de primers HD1-6FAM/HD4 propiciou a



54

determinacao do tamanho das unidades CAG e também das unidades de repeticoes
da regiao polimérfica CCG.

Os ciclos de temperatura para a PCR utilizados foram:

a) Desnaturacgéao - 94 °C por 5 minutos
94 C por 1 minuto

b) Hibridagdo - 59,1 °C por 1 minuto 35 ciclos
72 °C por 2 minutos

c) Extenséao - 72 °C por 50 minutos

Um estudo realizado por Williams e colaboradores (1999), em relagdo aos
ciclos de amplificacédo da PCR, analisou a regido polimérfica CAG de nove diferentes
individuos afetados pela DH, variando os numeros dos ciclos entre 20, 25, 30, 35, 40
e 45. E foi observado que quanto maior o numero de ciclos, mais alto fica o pico no

eletroferograma (Figura 11).
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Figura 11: Analise da regiao polimérfica CAG de um individuo afetado pela DH, variando os
numero dos ciclos de amplificagdo da PCR entre 20, 25, 30, 35, 40 e 45
(WILLIAMS et al. 1999)

Cada amostra de um determinado individuo foi analisada trés vezes, em dias

diferentes por medida de segurancga.
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4.2.4 Deteccéao do produto de amplificacao

Inicialmente, os produtos de amplificagdo gerados foram detectados e
analisados por eletroforese em gel de agarose 3% seguida de visualizagdo dos
fragmentos, corados com brometo de etidio, através da exposi¢ao a luz ultravioleta
(WARNER; BARRON; BROCK, 1993), para avaliar a presenga da amplificacao de
fragmentos, até que as condi¢cdes da PCR estivessem completamente ajustadas.

O gel de agarose foi utilizado para detectar a presenga de amplicons nas
primeiras reagdes de PCR. Apos os ajustes realizados, os amplicons foram
submetidos a eletroforese no analisador genético de modelo ABI 3500 da Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA, para a mensuragado do tamanho dos fragmentos
polimorficos.

A deteccido do produto de amplificacdo foi preparada conforme o NUDIM,
para cada uma das amostras foi realizada uma mistura com: 1 yL de amplicons, 8,8
ML de formamida deionisada (Hi-Di Formamida) e 0,2 uL da escala alélica G5 LIZ
(Multi-Capillary DS-33 Matrix Std Kit) da Applied Biosystems, Foster City, CA, USA,,
com fragmentos de 100 a 600 pb para um volume final de 10 pL.

Apods desnaturagao (94°C por 5 minutos) e rapido resfriamento em gelo (3
minutos), as amostras foram injetadas no analisador genético com arranjo de oito
capilares contendo Performance Optimized Polymer 3500 series (POP-7 Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Os dados foram capturados no Software ABI

Data Collection.

4.3 COLETA E PROCESSAMENTO DOS DADOS

A propria autora aplicou o questionario em entrevista com os pacientes em
acompanhamento ao servigo do ambulatério de genética do HUGG (UNIRIO). Os
dados do questionario foram revistos manualmente, e a seguir, inseridos numa
planilha informatizada tipo Excel®. Foram inseridos na planilha também, dados
gerados a partir das investigagbes moleculares dos individuos objetos de estudo,
como o tamanho dos fragmentos gerados pela PCR e o numero de repeticbes de
trinucleotideos CAG e CCG de cada um.
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O arquivo foi exportado para a leitura no programa SPSS versao 14.0 para a

analise estatistica.

4.3.1 Andlise e selecao dos fragmentos polimérficos gerados pela PCR

A determinagao do numero de repeticdes de trinucleotideos CAG e CCG em
cada alelo foi definida por meio da conversdo das bandas de amplicons em picos,
correspondentes ao tamanho dos fragmentos medidos em pb. Tais bandas foram
detectadas pela eletroforese capilar no analisador genético. Os produtos de
amplificacdo para os alelos dos loci de cada individuo foram analisados no programa
GeneMapper SW V4.1.do analisador genético ABI 3500 da Applied Biosystems e os
picos foram selecionados manualmente de acordo com alguns critérios:

e O pico principal € normalmente acompanhado de um, dois ou trés picos
denominados bandas stutters;

e A diferenga de tamanho, entre os picos de bandas stutters e os picos
principais observados, € de 3 pb devido ao escorregamento (slippage)
da Taq polimerase na regido com repeticdes in tandem de
trinucleotideos ao replicar a fita de DNA;

e Alguns fragmentos inespecificos amplificados foram excluidos, com
excecao daqueles que apresentaram bandas stutters antes do pico
principal;

e Quando o eletroferograma apresentava um perfil alélico de cinco ou
mais picos com intervalos de 3 em 3 pb, o pico de maior altura foi
selecionado;

e As amostras que produziram picos com alturas inferiores a 1000
unidades de fluorescéncia (UF) (eixo Y dos eletroferogramas) foram
reanalisadas utilizando-se outras amostras extraidas do mesmo
individuo.

O tamanho do alelo amplificado por PCR foi determinado por meio de
comparagado com a escala presente no eixo X do eletroferograma. Foram usados
como padrao de numero de pares de base os fragmentos contidos na escala alélica
G5 LIZ.
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4.3.2 Célculo das regides CAG e CCG

Para cada alelo, o tamanho em pb, de acordo com os eletroferogramas,
incluia a repetigado polimorfica CAG mais uma regido residual composta pela regiao
de hibridagdo dos primers e regides nao polimérficas do gene IT15. O numero de
repeticoes CAG foi determinado por meio da subtragdo do tamanho total do
fragmento em pb, fornecido pelo aparelho, menos a regiao nao variavel. O resultado
da subtracio foi dividido por trés, pelo fato da unidade de repeticdo ser formada por
trés nucleotideos. Cada alelo representa o numero de repeticbes CAG ou CCG. O
calculo para a obtencdo do numero das repeticoes CAG foi definido como

exemplificado na Tabela 10.

Tabela 10: Exemplificacdo do calculo realizado para determinar o nimero de repeti¢cdes de
trinucleotideos CAG de cada amplicon. Férmula: (A)-[(B)+(C)]/3= Numero de
repeticoes CAG

Tamanho (pb) total  Tamanho (pb) da regido Tamanho(pb) da Numero de
. W . . o Resultado (pb) .

do amplicon de hibridagéo dos primers regido nao polimérfica dividido por 3 repeticdes
detectado (A) (B) (©) P CAG
200,61 38 28 134,61/3 44,87

O calculo para a obtengdao do numero das repeticbes CCG foi feito como

exemplificado na Tabela 11.

Tabela 11: Demonstracdo do calculo realizado para determinar o numero de repeti¢gdes de
trinucleotideos CCG de cada individuo. Férmula: (E)-[(F)+(G)] /3= Numero de
repeticdes CCG

Tamanho (pb) total  Tamanho (pb) da regiao
do amplicon polimérfica CAG incluido
detectado (E) primer senso (F)

Tamanho (pb) do Resultado (pb)  Numero de
primer antissenso (G)  dividido por 3 CAG

243,56 200,56 23 20/3 6,7
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4.3.3 Classificacdo dos individuos investigados em relacdo ao tamanho dos
alelos CAG

A classificagao dos individuos em afetados ou normais para DH foi baseada
nos conceitos determinados pela American College of Medical Genetics, American
Society of Human Genetics e pelo Huntington Disease Genetic Testing Working
Group.

Individuos com até 26 unidades de repeti¢cdes de trinucleotideos CAG foram
considerados normais para o fendtipo DH, acima de 26 copias CAG os individuos
foram considerados portadores de alelos mutaveis (de 27 a 35 unidades) e acima de
35 repeticbes CAG, afetados, classificados em dois grupos: com penetrancia

reduzida (36 a 39 repetigdes) e com penetrancia completa (>39 repeti¢des).

4.3.4 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados inclui analise univariada (médias, percentis, e
proporgdes, com o respectivo desvio padrédo). Graficos e tabelas foram utilizados
visando dar maior visibilidade aos resultados. Os dados foram analisados com apoio
do pacote estatistico SPSS versao 14.0.

Para o calculo da taxa de prevaléncia foi utilizada a populacdo
disponibilizada pelo IBGE.

Para anadlise da correlacdo dos dados foram empregados os testes de
correlagcdo de Pearson. A significancia estatistica foi medida pelos testes do qui
quadrado de Pearson, teste exato de Fisher e Mann-Whitney. Foram considerados

estatisticamente significantes os valores de p menores que 0,05.

4.4 VALIDAGCAO DOS RESULTADOS

As primeiras 12 amostras coletadas foram reanalisadas, para um controle de
qualidade, em outros laboratérios, dentre eles laboratério H. Pardini (Belo
Horizonte), laboratério do Hospital Alvaro-Alvim da UENF/NUDIM (Campos dos

Goytacazes) e laboratério da USP-Ribeirdo Preto (Departamento de Neurociéncias).
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Como exemplos foram apresentados dois eletroferogramas (Figuras 12 e 13) que
sao resultados de uma mesma amostra analisada com equipamentos diferentes em

outros laboratorios.

43 None BB

7000
000
3000
4000

3000
2000
1000
. A Aty

Figura 12: Eletroferograma da amostra de nimero 004 analisada com os primers HD1-
6FAM/HD3 na UNIRIO. Legenda: Picos azuis cheios: picos principais. Primeiro
pico vazio: artefato correspondente ao primer

L
(04 HOT-0 10-600. b fa 4 Green 004 HOT-HO 10400
1]
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Figura 13: Eletroferograma da amostra de nimero 004 analisada com os primers HD1-
6FAM/HD3 no NUDIM

Além disso, para todas as reacdes de PCR realizadas na UNIRIO foram
feitas reagdes de controle negativo compostas por agua ultra pura DNase Free, para
se verificar a presenga de algum tipo de contaminagcdo. Todos esses controles
negativos realizados conjuntamente com cada lote de amostras processadas nao
mostraram qualquer produto de amplificagcdo, com excecéo dos ruidos menores que

100 pb representados pelos primers (Figura 14).



60

ond None [~
0 100 200 200 400 500 E00 00
4000
2000
0 L
4
oz None [l
0 100 200 300 400 500 E00 700
4000
2000
0 I
4
cn3 N R[]

0 100 200 300 400 S0 0] Fon

Figura 14: Eletroferogramas das reag¢des de controle negativos sem DNA, cada reagao
representa um lote de reacdes de PCR realizadas em cada dia de experimento

4.5 ASPECTOS ETICOS

Todos os objetos de estudo foram totalmente esclarecidos sobre a pesquisa
realizada e todos assinaram o Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

A presente investigagao teve a participagcdo de uma equipe multidisciplinar
composta por biomédicos (inclusive a autora), biélogos e médico-geneticista.

O presente estudo teve como preocupacgao fundamental, proporcionar uma
assisténcia psicologica aos individuos afetados e principalmente aos seus
cuidadores e familiares, ligando-os a outra equipe de saude que pudesse oferecer
um suporte psicolégico aos objetos de pesquisa.

O projeto ja foi aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG - UNIRIO) conforme ANEXO B. O projeto
relacionado aos aspectos farmacoldgicos para a terapia da DH, cujos individuos
residentes de Ervalia - MG foram analisados no presente estudo, também ja possui
aprovacao pelo comité de ética em seres humanos (ANEXO C).

O estudo foi elaborado segundo padrdes vigentes de ética em pesquisa com
seres humanos, conforme a resolucao 196/96 da Convencgao de Helsinki. Nao causa
Onus aos pacientes, exceto o desconforto da coleta de sangue periférico e
inconveniente de possiveis repeticbes deste procedimento, assim como a

locomocgdo. Os resultados de analise genética para um unico individuo tém
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repercussao imediata para seus familiares, por isso foi necessaria a presenga de um
profissional da psicologia para apoio ao paciente e aos familiares.

Com o intuito de minimizar os problemas de revelagao das informacoes, a
Declaragdo sobre Aspectos Eticos da Genética Médica, da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), sugere que a familia também seja considerada como paciente. No
caso de criangas ou individuos sem capacidade para consentir, quem melhor
representa o interesse do paciente sera o responsavel por ele, porém, deverao ser
realizados esclarecimentos prévios para isso e o menor de idade devera apresentar
o quadro clinico compativel com DH (Huntington juvenil).

A testagem de criangas motivadas apenas pela redugao do estresse paterno
nao foi realizada.

A entrega do resultado esta sendo realizada no ambulatério de genética do
HUGG por uma equipe multidisciplinar e apos a entrega é feito o aconselhamento
genético e o acompanhamento com psicologo. Além de reunides marcadas com
profissionais multidisciplinares, com os afetados, com os individuos pertencentes ao

grupo de risco da DH e seus cuidadores.
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRIGAO DA CASUISTICA

Foram estudados 65 individuos que aceitaram participar da pesquisa
(APENDICE D). Dentre eles, 46 foram provenientes de atendimentos no ambulatério
de genética do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle e de familias cadastradas na
Associacao Brasil Huntington residentes no Estado do Rio de Janeiro, além de 29
individuos residentes na cidade de Ervalia - MG.

Quatro individuos foram excluidos da analise estatistica, porque, embora as
manifestacdes clinicas fossem compativeis com a doenca, os testes moleculares,
assim como o histérico familial, foram negativos e, portanto, o diagndstico de DH
nao se confirmou. O paciente cuja amostra era de numero 013 foi excluido por
desistir de participar da pesquisa.

O presente estudo segue com 61 (amostras de numero 001 a 066)
individuos com historico familial de DH, afetados ou pertencentes ao grupo de risco
da doenca, que foram testados em nivel molecular. Dentre eles, 13 (21,31%) tiveram
resultado negativo para a DH e 48 (78,60%) individuos apresentaram alelos
anormais dentre mutaveis e expandidos relacionados a DH no locus 4p16.3.

Um determinado individuo portador de dois alelos anormais para DH, um
com penetrancia completa com 48 copias CAG e o outro com 27 copias (alelo
intermediario), ndo foi analisado junto com os demais por destoar dos casos
selecionados. Dos 47 individuos analisados estatisticamente, portadores de alelos
mutaveis e/ou expandidos (27 a >40 cépias CAG), 22 sao do sexo masculino e 25
do feminino (Tabela 12).

A transmisséo paterna dos alelos expandidos ou intermediarios ocorreu em
55,3% dos casos de individuos portadores de alelos anormais para DH, e a
transmissao materna em 44,7%.

A idade de inicio das manifesta¢des clinicas variou de 18 a 56 anos, com
valor médio de 41,7 + 10,1 e mediana de 43. Em apenas 10, dos 47 pacientes, a
doenca ainda néo tinha se manifestado. Em 55,3% da amostra (n=47) a idade de
inicio foi de até 49 anos de vida. Foi identificado um caso de Huntington juvenil, no

qual o individuo com 49 repeticdes CAG manifestou a DH com 18 anos.
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A idade dos pacientes variou de 10 a 76 anos até dia 01/01/2011 com valor
médio de 46,7+15,9. Em 50% dos casos os individuos estudados possuiam mais de
48 anos.

Os 37 individuos afetados possuiam um tempo de doenga que variou de 1 a
28 anos, com valor médio de 10,1 £ 6,6. Em 75% dos casos os individuos afetados
possuiam tempo de doenca de 14,5 anos ou mais.

O numero de casos de DH relatados na familia de portadores de alelos
mutaveis e/ou expandidos (n=47) variou de 2 a 16 casos, com um valor médio de
8,72 + 5,0. Dentre estes individuos todos possuiam histérico familial da DH. E 50%
destes individuos tinham oito ou mais casos de DH relatados na familia.

Com relacao a naturalidade, 48,9% eram do Estado do Rio de Janeiro, 34%
de Minas Gerais, 14,9% do Espirito Santo e 2,1% do Estado de S&o Paulo. Os 16
casos investigados de Minas Gerais, nasceram na cidade de Ervalia-MG (17.958
habitantes em 2010), portanto, se a prevaléncia em caucasianos é de 0,5-0,7/10.000
individuos (HORMOZIAN et al.,, 2004; GIL e REGO, 2008; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011), com base nisso e em dados populacionais do IBGE, foi
calculada a prevaléncia minima para a cidade de Ervalia, com valor de 8,9/10.000

individuos.

Tabela 12: Descrigao das variaveis avaliadas na amostra estudada

Variavel Numero %
Sexo
Feminino 25 53,2
Masculino 22 46,8
Transmissao do alelo mutado
para DH
Materna 21 447
Paterna 26 55,3
Doenga manifesta
nao 10 21,3
sim 37 78,7
Idade de inicio
Até 22 anos 3 6,4
23-30 2 4,2
31-40 11 23,4
41-49 10 21,3
50-56 11 23,4

sem idade de inicio 10 21,3




Variavel Numero %
Naturalidade (estado de
nascimento)
RJ 23 48,9
MG 16 34
ES 7 14,9
SP 1 2,1
Idade atual (até 01/01/2011)
10-16 3 6,4
17-32 6 12,7
33-48 15 32
49-64 18 38,3
65-76 5 10,6
Tempo de doenga
1-8 20 541
9-19 12 32,4
20-28 5 13,5
Total de casos de DH na
familia
2-4 16 34
5-9 9 32
10-16 16 34

5.1.1 Heredogramas

64

O presente estudo relatou 574 individuos entre afetados e grupo de risco da

DH por meio dos heredogramas familiais construidos com auxilio dos participantes

da pesquisa entrevistados.

No total, 23 heredogramas (APENDICE B) foram construidos incluindo os 61

individuos testados em nivel molecular para DH. Oito heredogramas tinham pelo

menos dois individuos testados pelo presente estudo, como por exemplo, o de

namero 15 (Figura 15).
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Figura 15: Heredograma de numero 15, parcial, mostrando somente os individuos testados
em nivel molecular, pelo presente estudo, com oito individuos afetados para DH.
Abaixo de cada simbolo no heredograma aparecem os valores das repeticbes
CAG e, logo embaixo destes, os dois alelos da regidao CCG. Entre parénteses
estd o numero de identificacao correspondente a cada objeto de pesquisa.

Legenda: - Afetado do sexo feminino;

- Afetado do sexo masculino

Dos 574 individuos relatados, 377 (65,67%) fazem parte do grupo de risco,
ou seja, sao filhos de afetados pela Doenga de Huntington e tém a probabilidade em

50% de serem portadores do gene mutado e de desenvolverem a doenga (Grafico

1),

Mao afetados
14%

Gréfico 1: Frequéncia dos individuos apresentados nos heredogramas
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5.1.2 Expansao ou contracao inter e intrageracional dos alelos anormais para
DH

Dentre os 23 heredogramas construidos, 15 apresentaram apenas um
individuo investigado molecularmente pelo presente estudo e, oito, pelo menos dois
individuos testados. Portanto, apenas estes oito heredogramas propiciaram a
investigacdo em relacao a variabilidade do numero de repeticoes CAG nos alelos
anormais expandidos intra e intergeracionalmente.

Os heredogramas abaixo (Figuras 21-28) foram parcialmente apresentados,
de forma a exibir apenas a parte da familia que foi testada pelo presente estudo, os
heredogramas completos se encontram no APENDICE B. Os individuos testados,
nestas figuras, aparecem com o simbolo do heredograma maior que os demais nao
testados. Os individuos afetados se encontram em vermelho. Os falecidos estédo
marcados com um X vermelho em cima do simbolo do heredograma.

No heredograma de numero 001 (Figura 16), foram testados 2 irmaos que
fazem parte do grupo de risco da DH, cujo pai era doente. Apos os testes
moleculares, descobriu-se que o filho homem (amostra 020) tinha o alelo expandido

para DH e a filha (amostra 001) ndo. Ambos apresentam sete repeticdes, em

I

homozigose, na regiao polimérfica CCG.

O

22/42 21123
717 717
(020) (001)

Figura 16: Heredograma 001 apenas com a parte de individuos testados (simbolo do
heredograma ampliado) para DH

No heredograma 005 (Figura 17) foram testados dois individuos, uma mae

afetada (amostra 066) e uma filha pertencente ao grupo de risco (amostra 006). O
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alelo da regido polimérfica CAG, recebido pela filha da afetada, foi o alelo normal
com 15 unidades CAG e 7 unidades CCG.

15/38
M0

(066)
I |

15/15
717
(006)

Figura 17: Heredograma 005 com individuos testados

O heredograma 008 apresenta quatro individuos testados para DH (Figura
18), dentre eles trés irmas (amostras 009, 012 e 052), cuja mae foi relatada afetada
pela DH, e uma filha (017) de uma das trés irmas. Apos investigacdo molecular,

foram encontrados alelos expandidos CAG nas trés irmas e na filha (017) n&o.

Iy

"1I:I 26 '-'-

L' :il |I‘I1’-' ruﬁgn
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Figura 18: Heredograma 008 com quatro individuos testados, trés afetados e um néo
afetado
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O heredograma 011 mostra trés individuos testados (Figura 19), que séo
trés irmas (amostras 014, 015 e 018), cujo histérico familial da DH foi relatado. A
possivel transmissdo do alelo expandido ocorreu por parte do pai, ja que este
faleceu com os sintomas de DH aos 60 anos, e a mae era negativa para a testagem
molecular da doenca. Apos realizagcado dos testes para DH, descobriu-se que trés
irmas herdaram alelos expandidos, duas com 43 copias CAG e a outra com 41

copias.

D é D

13/43 13/43 17/41
77 17 1067
{015) (014) {018)

Figura 19: Heredograma 011 com trés irmas afetadas, testadas

No heredograma 015 foram investigados, em nivel molecular para DH, 15
individuos (Figura 20). Dentre eles, oito sdo portadores de alelos expandidos
(amostras 026, 027, 030, 032, 033, 034, 036 e 049). Os alelos expandidos dos trés
irmaos afetados (amostras 026, 033 e 049), com heranga materna do alelo
expandido, variaram em relagdo as unidades CAG, e a regido polimérfica CCG se
manteve constante com 7 unidades. O Individuo de numero 049 nao transmitiu o
alelo expandido a nenhum de seus trés filhos testados (amostras 023, 042 e 043). O
paciente de numero 026 também teve trés filhos testados (amostras 032, 036 e 041)
e apenas uma das filhas n&o herdou o alelo expandido (amostra 041), e os outros
dois irmaos afetados (amostras 032 e 036) possuem alelos expandidos com
numeros de copias diferentes. Os individuos de numero 027 e 030, irmaos, nao
tiveram a mae afetada testada molecularmente e possuem, ambos, 41 unidades de

repeticdo CAG. Neste heredograma um individuo (amostra 034), cuja mae foi
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relatada como afetada, foi diagnosticado molecularmente como afetado, sendo

portador de um alelo com 41 repeticdes CAG.
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Figura 20: Heredograma 015, com 15 individuos, foram testados para DH, e oito tiveram
teste positivo para DH

O heredograma 016 mostra cinco individuos com histérico de DH relatado

que foram testados (Figura 21). Todos os individuos sédo afetados para DH, dentre

eles trés irm&os (amostras 035, 040 e 044) que herdaram o alelo expandido do pai

afetado (amostra 025). Este individuo com 39 copias CAG (amostra 025) transmitiu,

para seus trés filhos, o alelo anormal com expansdes de 40 a 42 copias variando,

portanto, de 1 a 3 unidades. Neste mesmo heredograma, ha uma mulher (024) que

foi testada e é afetada, porém, seu pai nao foi testado para DH.
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Figura 21: Heredograma 016 com cinco individuos testados, todos afetados

No heredograma 017 (Figura 22), sete individuos foram testados para DH e
quatro deles foram diagnosticados como portadores de alelos expandidos. Um dos
afetados, uma mulher cujo numero da amostra € 046, transmitiu seu alelo mutado
para os dois filhos. Em um dos filhos afetados (amostra 045) o alelo foi expandido 3
unidades CAG e no outro (amostra 047), o alelo contraiu 2 unidades CAG, apesar do
alelo permanecer expandido para a doenga. O terceiro filho (amostra 048) herdou da
mae o alelo intermediario com 27 unidades de repeticdo CAG, alelo considerado
mutavel, porém, ndo expandido. No mesmo heredograma, outros dois irmaos foram
testados, cuja mée falecida, foi relatada como afetada pela DH, e apenas um deles
(amostra 051) é portador de alelo expandido da DH com 49 unidades CAG. Este
individuo apresentou DH juvenil com inicio da idade de manifestagdes clinicas aos
18 anos. Outro individuo (amostra 029) foi testado e o alelo herdado do pai, que

havia sido relatado como afetado da DH, foi o alelo normal.
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Figura 22: Heredograma 017 com sete individuos testados, quatro diagnosticados pelo teste
molecular como afetados

O heredograma 019 (Figura 23) teve nove individuos testados pelo presente
estudo e apenas um deles (amostra 056) nao possui alelo expandido para DH. Dos
seis irmaos afetados pela DH, quatro (amostras 055, 057, 059 e 060) possuem 39
unidades CAG e os outros dois possuem 40 (amostras 054 e 058), o pai destes
individuos, relatado como afetado, n&o foi testado. O individuo afetado referente a
amostra 061 transmitiu seu alelo mutado para apenas um dos seus filhos (amostra
053), com uma expansao de oito unidades CAG, o outro filho (amostra 056) herdou

o alelo normal.
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7 107 10/7 T 747 7T 77
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Figura 23: Heredograma 019 com nove individuos testados, sendo que oito foram
diagnosticados como portadores de alelos expandidos pelo teste molecular
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Apesar de terem sido descritas oito familias com pelo menos dois individuos
testados, apenas seis delas propiciaram a realizagdo da investigacéo das relagdes
inter e intrageracionais dos alelos expandidos para DH. Para a investigagéo
intrageracional dos alelos expandidos foram utilizados os heredogramas 008, 011,
015, 016, 017 e 019.

O numero de unidades de repeticdo dos alelos CAG expandidos entre
irmaos afetados pela DH, analise intrageracional, variou de 0 a 5 unidades (Grafico
2).

Transmissao do alelo expandido pela mae ou pai
60

Mie Pai Mie Mie Mie Pai Mie Pai
50

40
30
20
10

0

heredograma heradograms heredograms heredograms heredograma heredograms heredograms heredograms
familial 8 familisl 11 familial 15 familial 15 familial 15 familial 16 familial 17 familial 19

Namere de repetigies CAG

Grafico 2: Andlise intrageracional: variagdo do numero de repeticdes CAG do alelo
expandido entre irmaos, classificados por heredograma e origem materna ou
paterna. As barras de cores diferentes identificam os irm&os portadores de
alelos expandidos. As cores variadas das barras representam cada irmao da
mesma familia

E para a investigacao intergeracional foram utilizados os heredogramas 015,
016, 017 e 019. Foram duas transmissdes paternas e duas maternas do alelo
expandido. Na transmissdo materna quatro alelos foram alterados em relagao as
unidades de repeticbes CAG, e na paterna também. Ocorreram trés expansdes
maternas e quatro paternas, e apenas uma contragdo materna e nenhuma paterna.
O valor médio dos alelos expandidos dos pais foi de 41,25.

A analise intergeracional mostrou que o numero de unidades de repeticdo
dos alelos CAG expandidos variou entre pais e filhos afetados de -2 a +8 unidades,
com valor médio 2,5 + 2,63 (Tabelas 13 e 14).
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Tabela 13: Transmissao do alelo expandido CAG nos individuos do presente estudo

Total Materna Paterna

Numero de transmissoes 4 2 2
Média dos alelos expandidos dos pais 41,25 44 38,5
Alelos alterados 8 4 4
Contracoes 1 1 0
Expansodes 7 3 4
Média da variagao das unidades CAG 2,5 1 1,75
Variacao das unidades CAG -2a+8 -2a+3 +1a+8

Tabela 14: Analise intergeracional da variagdo do tamanho dos alelos expandidos
transmitidos para os filhos afetados pela DH, em relacdo a heranca materna ou
paterna do alelo mutado

Transmissao . . a .
Transmissao paterna Transmissdo materna Transmissao paterna

materna
(Heredograma 015) (Heredograma 016)  (Heredograma 017) (Heredograma 019)
Pai/mde 40 unidades CAG 39 unidades CAG 48 unidades CAG 38 unidades CAG
Filho 1 41 unidades CAG 40 unidades CAG 46 unidades CAG 46 unidades CAG
Filho 2 42 unidades CAG 41 unidades CAG 51 unidades CAG
Filho 3 42 unidades CAG

A transmissao materna do alelo expandido para os filhos, em trés casos, foi
maior que para as filhas, que ocorreu em apenas um caso. Ja a transmissao paterna
do alelo mutado foi igual para as filhas e para os filhos, ocorreu em dois casos de
cada categoria. A maior variagao das unidades CAG ocorreu na transmissao paterna
para os filhos com -3 e +8 unidades, na qual o pai era portador de um alelo com 38
copias CAG. A unica contragdo ocorreu na transmissdao materna para um filho
homem, na qual a mae era portadora de um alelo com 48 unidades CAG (Tabela
15).
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Tabela 15: Transmissao do alelo expandido CAG a prole do sexo feminino e masculino na
populacao estudada

Materna Paterna

filhas filhos filhas filhos
Numero de transmissdes 1 3 2 2
Tamanho do alelo CAG dos pais 39 40e 48 39 38
Alelos alterados 1 3 2 2
Contragbes 0 1 0 0

Expansbes 1 2 2
Variagédo das unidades CAG 2 -2,+1, 43 +1, +2 +3,+8

5.1.3 Distribuicdo dos alelos da regido polimérfica CAG na amostra estudada

De acordo com a classificagdo dos alelos em trés categorias, conforme The
Huntington’s Disease Collaborative Research Group (1993), os alelos intermediarios
possuem de 27 a 35 unidades CAG, os alelos com penetrancia reduzida tém de 36 a
39 e os alelos com penetrancia completa possuem repeticdes trinucleotidicas
maiores que 39 unidades CAG. Os alelos normais para DH, no presente estudo,
foram considerados aqueles com menos de 27 cépias CAG. Os alelos intermediarios
foram chamados de mutaveis, e os de penetrdncia reduzida e completa, de
expandidos.

O tamanho de repeti¢cdes de trinucleotideos CAG variou de 12 a 58 unidades
em todos os cromossomos dos 61 individuos estudados (Grafico 3).

Em relagdo aos individuos com ambos os alelos normais (n=13) para a DH
foram encontrados quatro com alelos normais em homozigose, todos eles
portadores de ambos os alelos com 15 unidades CAG. Os outros nove portadores
de ambos os alelos normais foram heterozigotos. Os alelos destes individuos
variaram de 15 a 23 copias CAG, com valor médio de 16,2 + 2/1.

Em relagdo aos alelos normais, dos individuos heterozigotos portadores de
alelos mutaveis ou expandidos para DH (n=47), o numero de repeticdes CAG variou
de 12 a 26 repeticdes, com valor médio de 16,3 + 3,3 e mediana de 15. Em 21
individuos, dos 47 portadores de alelos anormais para DH (44,7%), o numero de
repeticdes de trinucleotideos foi de 15 unidades CAG. Nao foi encontrado nenhum

individuo portador de alelos expandidos CAG em homozigose.
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Os alelos anormais para a DH (27 a >40 copias CAG) variaram de 27 a 58
unidades de repeticdes de trinucleotideos CAG, com valor médio de 41,7 £ 5,3. Em
50% dos casos, os individuos portadores de alelos mutaveis e/ou expandidos,

possuem 41 ou mais copias CAG.
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Grafico 3: Distribuicao das repeticbes CAG em todos os alelos genotipados (n=122). O
namero de unidades de repeticbes trinucleotidicas CAG por alelo esta
representado no eixo x e o0 numero dos alelos detectados para cada repeti¢cao no

y

Dentre os alelos anormais, dois (4,3%) s&o alelos intermediarios (27 cépias),
11 (23,4%) sdo de penetrancia reduzida (de 36 a 39 coépias) e 34 (72,3%) de
penetrancia completa (>39 cépias) (Grafico 4). Nestes dados néo esta incluido o
individuo que possui dois alelos anormais para DH em heterozigose. O menor alelo
expandido, neste estudo, responsavel por causar a DH, foi identificado com 37
copias CAG e o maior com 58.

Os dois portadores de alelos intermediarios ndao possuem manifestacdes
clinicas, apenas um dentre os 11 portadores de alelos com penetrancia reduzida nao
tem o quadro, e dos 34 individuos com alelos de penetrancia completa sete nao
apresentavam ainda quadro clinico, por terem menos idade que aquela de inicio da

doenca.
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Grafico 4: Frequéncia dos alelos intermediarios (mutaveis) e dos expandidos com
penetrancia completa e reduzida na amostra estudada

5.1.4 Distribuicdo dos alelos daregido polimérfica CCG na amostra

Os alelos CCG de todos os cromossomos variaram de 6 a 10 unidades, com
valor médio de 7,5 = 1,2. Em 78,7% dos individuos estudados os alelos CCG
possuiam 7 unidades, o que supde a ancestralidade genética da Europa Ocidental
dos alelos relacionados a DH. Em 39 dos 61 individuos estudados (63,9%), os alelos
da regido polimérfica CCG se encontravam em homozigose com 7 unidades, exceto
em um individuo cujos alelos em homozigose apresentaram 10 repeticdes de
trinucleotideos CCG. Os alelos com 10 unidades CAG supdéem ancestralidade
genética da Asia (WHEELER et al., 2007).

Os alelos da regiao polimérfica CCG, de individuos portadores de alelos
CAG anormais para DH, possuem valores que variam de 6 a 10 unidades com valor
médio de 7,1 £ 0,7. Em 85,1% destes individuos as unidades CCG tinham 7 copias
(Grafico 5).
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Grafico 5: Frequéncia absoluta dos alelos da regiao polimérfica CCG, no gene IT15 (n=48)

5.3 REACAO DE PCR

5.3.1 Padronizacdo da PCR quanto aos primers

As primeiras reagbes de PCR deste estudo foram realizadas conforme
Warner, Barron e Brock (1993) e Culjkovic e colaboradores (1997). Porém, tal
método nao propiciou amplificacdo da regido de interesse. Portanto, foi proposto um
novo protocolo para amplificagao das regides polimérficas CAG e CCG da regido de
interesse do gene IT15. Uma das modificagdes foi quanto aos primers utilizados. Os
primers, também conhecidos como primers, denominados HD1 (senso), HD2-HEX
(antissenso) e HD3-6FAM (antissenso) (Tabela 16), foram analisados por meio de
um software Oligonucleotide Properties Calculator (Olig Calc) (Figura 14), com
relacdo a alguns aspectos que devem ser levados em consideragédo ao se desenhar
um primer. Como por exemplo: temperatura de hibridagédo, porcentagem das bases
nucleotidicas C e G que compdem o primer, tamanho do primer, especificidade e a
probabilidade de ocorréncia de ligagdes cruzadas entre os proprios pares de primers

ou entre eles mesmos.



Tabela 16: Marcadores genéticos utilizados no primeiro protocolo da PCR utilizado
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Primers Sequéncia do primer Taf“a”h" do Sentido
primer (pb)
HD1 5' ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC 3' 30 pb senso
HD2-HEX 5' ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC 3' 30 pb antissenso
HD3-6FAM 5'GGCGGTGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGCTGC 3' 30 pb antissenso

O software Olig Calc (Figura 24) identificou a formacao de algas (hairpins)

nos primers HD1 e HD2-HEX, nas condi¢cdes de temperatura e ciclos da reagao de

PCR que foram usados no primeiro protocolo. No HD1 ha possibilidade de

hibridagdo entre duas regides do proprio primer, com cinco nucleotideos

complementares representadas em vermelho (Figura 25).

Para o HD2-HEX ha possibilidade de hibridacdo entre duas regides, do

préprio primer, com quatro nucleotideos complementares marcados em vermelho;

além da possibilidade de formagédo de dimeros entre os primers em duas regides

complementares, uma com nove e a outra com seis nucleotideos (Figura 26).

HD3-6FAM néao apresentou possibilidade de formagao de hairpins (Figura 27).

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator

Enter Oligonucleotide Sequence Below

0D calculations are for single-stranded DNA or RNA

Nuclectide base codes

CAaG CAG CGG CIG TIGC CIG

Reverse Complement Strand(5° to 37) is:
CAG GCR CAG CCG CIG CIG

5' modification (if any) 3' modification (if any) Select molecule
[=] [=] |ssDnA[~]

50| nM Primer
1| Measured Absorbance at 260 nanometers
50| mM Salt (Na™)

[calwlm ][ Swups'rmnds][ BLAST ][ mfold ]

O

Figura 24: Copia da pagina do software Oligonucleotide Properties Calculator, utilizado para

analisar os primers
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Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Potential hairpin formation :

5' ATGAAGGCCTTCGAGTCCCICAAGTCCTIC 3'
3" Complementarity:

Mone !

All potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

Hone !

Figura 25: Resultado da avaliacdo do primerHD1 pelo software Olig Calc, mostrando as
regides com capacidade de formagao de hairpin

Minimum base pairs required for single primer sel-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Potential hairpin formation :
S' CAGCAGCGGCTGTGCCIG 3'

5' CAGCAGCGGCTGTGCCIG 3'

3" Complementarity:

Mone !

All potential self-annealing sites are marked in red {allowing 1 mis-match}:

5°' CAGCAGCGGECTGTECCIG 3"

3' GICCGIGTCEECGRCGAC 57
57 CAGCRGCGGCTGIGCCIG 37
3' GICCGIGICGECOGLCGRC 57

Figura 26: Resultado da avaliagao do primer HD2-HEX pelo software Olig Calc, mostrando
as regides com capacidade de formacao de hairpins

Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Potential hairpin formation :

None !

3" Complementarity:
None !

All potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

None !

Figura 27: Resultado da avaliagdo do primer HD3-6FAM software Olig Calc, mostrando a
inexisténcia de regides com capacidade de formacgao de hairpins
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Devido a formagéo de hairpins, conforme avaliagéo realizada no Olig Calc,
os primers foram substituidos por outros e a reagdo de foi realizada conforme o

protocolo Barboza e colaboradores (2010).

5.3.2 Produtos de amplificacéo

Foram realizados dois tipos de reagdes de PCR para propiciar a
identificacdo, tanto da regido polimérfica CAG como da CCG. Os amplicons quando
submetidos a eletroforese capilar no analisador genético ABI 3500 da Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA, foram convertidos em picos correspondentes ao
tamanho em pb dos fragmentos analisados por meio de eletroferogramas, tendo sido
usados marcadores de tamanho em pb G5 LIZ (escala alélica padrao).

Neste estudo, foram submetidos a eletroforese para analise genética
aproximadamente 200 amostras contendo produtos de reagdes de PCR, incluindo a
analise da regido polimérfica CAG e CCG, gerando eletroferogramas referentes a
ambas as regides polimérficas de cada individuo (APENDICE E).

Os alelos analisados de tamanhos normais (ndo responsaveis por causar a
DH) produziram, nas duas reagdes de PCR realizadas, na grande maioria, produtos
de amplificagdo consistentes com picos precisos e evidentes, com pouco ou sem
residuos no fundo do eletroferograma. Os picos que representavam alelos normais
possuiam um ou, no maximo, dois picos de bandas stutters antes do pico principal,
intervalados a cada 3 pb (Figura 28).

Nas reagdes cujo par de primer utilizado foi o HD1-FAM/HD3 os fragmentos
gerados por PCR mediam de 101 a 146 pb (12 a 26 CAG), em individuos com alelos
CAG normais para DH. Por outro lado, em individuos com alelos anormais para DH

os amplicons tinham no minimo 147 pb (>26 CAG).
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Figura 28: Eletroferogramas dos produtos de amplificacdo dos alelos de tamanhos normais
para o gene IT15, de amostras diferentes. Legenda: Picos azuis cheios: picos
principais. Picos azuis vazios: picos de bandas stutters

Os alelos expandidos observados na amostra de pacientes afetados pela
Doenca de Huntington também resultaram, na grande maioria, em produtos de
amplificacdo consistentes com picos precisos e evidentes, com pouco ou sem
residuos no fundo do eletroferograma. Estes picos apresentaram dois perfis alélicos,
o primeiro perfil constituido por 1 a 3 bandas de stutters que antecediam o pico
principal com intervalos de 3 pb, e o segundo perfil um grupo de aproximadamente 3
a 10 bandas de stutters no qual o pico principal estava misturado aos outros.
Entretanto, apenas um pico dominante e evidente era observado em relacdo aos
outros, de acordo com a altura. Este foi selecionado como o pico principal
correspondente ao alelo mais representativo encontrado em cada paciente (Figura
29).
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Figura 29: Eletroferograma dos produtos de amplificacdo dos alelos anormais para o gene
IT15, de amostras diferentes. Picos azuis cheios: picos principais. Picos azuis
vazios: picos de bandas stutters. a) perfil alélico com 1 a 3 bandas de stutters
gue acompanham o pico principal; b) perfil alélico com grupo de 3 a 10 bandas
de stutters

Nas reagdes cujo par de primer utilizado foi HD1-FAM/HD4 os fragmentos
mediram de 147 a 240 pb (de 6 a 10 copias CCG), incluindo a regido CAG e CCG.
Com a subtragao da regido CAG, os fragmentos variaram de 62 a 76,1 pb.

Todas as reacgdes de PCR realizadas apresentaram picos inespecificos, ndo
acompanhados de bandas stutters, com 100 pb e com altura de aproximadamente
4.000 unidades de fluorescéncia (UF), provavelmente causados pela formagéao de
estruturas secundarias entre os primers, como dimeros.

A reagcdo de PCR cujo par de primers utilizado foi o HD1-FAM/HD3
apresentou um pico inespecifico com aproximadamente 234 pb em todas as

reagdes. Este pico tinha, normalmente, altura entre 1.000 a 2.000 UF (Figura 30).
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Figura 30: Eletroferogramas de amplicons produzidos por PCR, com os primers HD1-FAM e

HD3 de amostras diferentes, com picos inespecificos de 100 e 234 pb, indicados
por setas vermelhas. Os picos azuis cheios sao picos principais e 0s picos azuis
vazios s&o bandas stutters. Os valores de fluorescéncia estdo langados no eixo y

A outra reagdo de PCR cujo par de primers utilizado foi o HD1-FAM/HDA4

também deu origem a picos inespecificos nos eletroferogramas em todas as reag¢des
analisadas, com tamanhos de 159,74; 170,4 e 232,5 pb. Os picos inespecificos de

159,74

pb e de 170,4 pb variavam de 6.000 a 8.000 UF. E o pico de

aproximadamente 232,5 pb variou de 4.000 a 6.000 UF (Figura 31).
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Figura 31: Eletroferograma dos amplicons da reagcdo de PCR, com os primers HD1-FAM e

HD4. Pico azul cheio: pico principal que representa o fragmento com 162,65 pb.
Pico azul vazio vizinho ao principal: pico de banda stutter. Demais picos azuis
vazios: picos inespecificos de 100; 159, 74 e 170,4 pb indicados pelas setas
vermelhas
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Os picos principais que tinham aproximadamente o mesmo tamanho em pb
dos picos inespecificos foram analisados com cautela devido a possibilidade de
sobreposi¢ao de dois picos. A sobreposicao foi observada e identificada tendo como
referéncia a altura dos picos. Quando um pico principal tem a altura maior que 10 a
20% dos picos de bandas stutters ndo ha sobreposicao, porém, se a altura de um
pico principal é maior que 20% dos picos stutters relacionados a ele, é forte
indicativo de ocorréncia de sobreposicdo de dois picos (inespecifico e picos
principais) (OVERSON, 2009).

5.3.3 Determinacdo dos tamanhos dos alelos

Os tamanhos (em pb) dos fragmentos amplificados de cada amostra variam
entre si por pequeno numero de pares de bases. Por exemplo, o alelo 15, com 15
unidades CAG, variou o tamanho de seus fragmentos correspondentes de 109,8 a
110,8 pb, em 37 individuos estudados portadores do alelo 15. Porém esta diferenca
nao foi significativa ao ponto de alterar o tamanho do alelo para mais ou menos uma
unidade alélica.

A média, a frequéncia absoluta, a mediana, o menor e maior valor
encontrado, o desvio padrao e a variancia referentes aos tamanhos (em pb) dos 122
alelos da regiao polimorfica CAG genotipados estdo apresentados na Tabela 17.

As medidas de variancia encontradas para os tamanhos dos fragmentos de
cada alelo (de 12 a 58 repeticdes CAG, com excegao do alelo 22) variaram de 0,001
a 0,3 pb. O alelo 22 teve a maior variancia, de 3,2 pb, sendo o resultado do calculo
do numero de repeticbes considerado 22 por aproximagao (0 menor valor do

tamanho dos fragmentos correspondentes ao alelo 22 foi 21,64 e o maior 22,49).
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Tabela 17: Estudo estatistico do tamanho dos fragmentos (em pb) correspondentes aos

alelos CAG genotipados

Numero de o . Menor Maior Desvio o
Alelos alelos Média Mediana valor valor Padréo Variancia
detectados detectado detectado
12 1 101,3 101,3
13 6 104,5 104,5 104,4 104,6 0,1 0,0049
14 2 107,5 107,5 107,4 107,6 0,1 0,0162
15 36 110,5 110,5 109,8 110,7 0,2 0,0379
16 6 113,4 113,4 113,4 113,6 0,1 0,0098
17 6 116,3 116,3 116,3 116,4 0,0 0,0025
18 4 119,3 119,3 119,3 119,4 0,1 0,0030
19 1 1221 122,1
20 2 125,0 125,0 124,9 125,1 0,1 0,0072
21 3 128,2 128,1 127,9 128,7 0,5 0,2040
22 2 132,2 132,2 130,9 133,5 1,8 3,2258
23 1 134,5 134,5
24 1 139,3 139,3
25 1 142,2 142,2
26 1 145,4 145,4
27 3 148,2 148,1 148,1 148,4 0,2 0,0240
37 2 177,6 177,6 177,5 177,6 0,1 0,0041
38 3 180,5 180,5 180,4 180,5 0,1 0,0048
39 6 183,2 183,2 183,0 183,4 0,1 0,0222
40 7 186,2 186,1 185,9 186,5 0,2 0,0311
41 8 189,0 189,0 188,9 189,0 0,1 0,0026
42 5 192,3 192,2 192,0 193,3 0,6 0,3224
43 3 194,9 194,9 194,9 194,9 0,0 0,0012
45 3 201,0 200,9 200,6 201,5 0,5 0,2044
46 2 203,7 203,7 203,6 203,9 0,2 0,0481
48 2 209,3 209,3 209,3 209,4 0,1 0,0145
49 2 212,7 212,7 212,5 212,9 0,2 0,0613
51 1 218,4 218,4
53 1 223,9 223,9
58 1 2411 241,1

Assim como os alelos com repeticdes CAG, os com CCG também foram

analisados estatisticamente quanto a média, a frequéncia absoluta, a mediana, ao

menor e ao maior valor em pb dos fragmentos, ao desvio padrdo e a variancia

referentes aos tamanhos dos 122 fragmentos da regiao polimérfica CCG, dos 61

individuos investigados (Tabela 18).
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As medidas de variancia do tamanho dos fragmentos de cada alelo (de 6 a

10 repeticbes CCG, com excegao do alelo nove) variaram de 0,06 a 0,29 pb. O alelo

nove teve a maior variancia, de 1,4 pb.

Tabela 18: Estudo estatistico do tamanho dos fragmentos (em pb) correspondentes aos
alelos CCG genotipados

Alelos Numero de alelos Média Mediana Menor valor Maior valor Desvio Varidncia
detectados detectado  detectado  Padrdo
6 3 62,4 62,6 62,0 62,8 0,4 0,16
7 94 65,2 65,2 64,6 66,5 0,3 0,07
8 3 67,4 67,3 67,2 67,7 0,3 0,06
9 2 72,2 72,2 71,4 73,0 1,2 1,41
10 20 74,4 74,2 74,0 76,1 0,5 0,29

5.4 VALIDAGAO DOS RESULTADOS

As 12 amostras primeiramente coletadas neste estudo foram reanalisadas

em outros

laboratérios como no NUDIM-UENF, Laboratério de Neurologia

Experimental e Aplicada da USP-Ribeirdo Preto e no Laboratério H. Pardini de Belo

Horizonte-MG, para a validacdo dos resultados. Ja que haviamos realizado

modificagcdes no protocolo de referéncia. Dentre as amostras que foram analisadas

novamente, havia individuos com alelos CAG normais e expandidos para DH
(Tabela 19).

Tabela 19: Descricao dos resultados de determinacdo do numero de repeticbes CAG dos
dois alelos de cada individuo determinados pelo presente estudo (UNIRIO) e
realizados em outros laboratérios (n=12 amostras reanalisadas). Alelo 1
corresponde ao menor alelo da regido polimorfica CAG, e o alelo 2, o maior, de
cada individuo testado em nivel molecular

N° de
identificagéo Outros Outros
dos individuos UNIRIO: UNIRIO: laboratérios: laboratorios:
com testes Tamanho alelo1 Tamanho alelo2  Tamanho Tamanho Laboratério
; da regido CAG da regido CAG alelo 1 da alelo 2 da
reavaliados " -
regido CAG regido CAG
para DH
1 21 23 21N 23 NUDIM
2 16 43 17P 44 H. PARDINI
4 15 19 15N 19 NUDIM
5 17 18 18 U 19 UsP
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N° de

identificacdo Outros Outros
dos indivic(j;uos UNIRIO: UNIRIO: laboratérios: laboratérios:
com testes Tamanho alelo 1 Tamanho alelo2  Tamanho Tamanho Laboratério
; da regido CAG da regidao CAG alelo 1 da alelo 2 da
reavaliados L T
regido CAG regidao CAG
para DH
6 15 15 15N 15 NUDIM
7 13 45 13N 45 NUDIM
8 15 39 15N 39 NUDIM
9 24 42 24N 42 NUDIM
10 13 45 14 U 46 uspP
11 19 49 19N 48 NUDIM
12 15 40 15N 40 NUDIM
36 15 41 16 U 42 uspP

5.5. CASOS DE DH SELECIONADOS

Um individuo do sexo feminino (amostra de numero 046), com idade atual de
44 anos, recebeu o alelo expandido para DH da méae e teve inicio do quadro clinico
aos 28 anos. Em relacdo ao quadro clinico, esta acamada, nao fala e se alimenta de
comida pastosa. Com relagéo ao gendtipo, possui um alelo de penetrancia completa
(48 copias CAG) e o outro € um alelo intermediario (27 cépias CAG) para DH. Possui
alelos CCG em homozigose, ambos com 7 unidades de repetigéo.

Outro individuo afetado, do sexo feminino, portador de alelo expandido com
48 copias CAG (amostra de numero 021), possui pais com aproximadamente 70
anos de idade sem manifestagdes clinicas da DH, sendo que a geracao anterior ao
pai possui histérico de uma doenga com quadro semelhante a DH. Entretanto, os

pais ainda ndo fizeram o teste molecular para a DH.

5.6 COMPARACAO ENTRE GRUPOS

5.6.1 Casuistica

N&do houve diferenga estatisticamente significante entre os sexos dos
individuos portadores de alelos anormais para DH (p= 0,154).
A correlacado entre doenga manifesta e transmissdo paterna ou materna do

alelo anormal ndo mostrou diferenga estatisticamente significante (p= 0,306).
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5.6.2 Correlagcdo entre o tamanho da regido polimdrfica CAG e idade de inicio
das manifestagdes clinicas

A analise estatistica realizada entre as variaveis idade de inicio da doencga e
numero de repetigdes CAG anormais para DH, sugeriu existir uma forte correlagao

negativa (Pearson (r)= -0,84) com um valor de p<0,001 (Grafico 6).

G0 — =084

Alelo expandido (unidades CAG)

I T T
20 30 40 50 G0

Idade de inicio da doenga em anos (p<0,001)

Grafico 6: Correlagdo negativa entre niumero de unidades CAG dos alelos anormais
(expandidos e mutaveis) para DH e idade de inicio das manifestacdes clinicas

As idades de inicio da doenca e os tamanhos dos alelos expandidos foram
selecionados da amostra de individuos portadores de alelos anormais para DH

(n=47), no qual apenas 10 nao tinham manifestagdes clinicas (Tabela 20).
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Tabela 20: Descricdo entre o tamanho dos alelos CAG de individuos portadores de alelos
anormais para DH e a idade de inicio das manifestag¢des clinicas

Numero de identificacdo dos

L . Alelo anormal para DH
individuos com alelos anormais

(unidades CAG) Idade de inicio da doenga

para DH
2 43 40
7 45 47
8 39 38
9 42 38
10 45 32
11 49 28
12 40 43
14 43 38
15 43 43
16 41 53
18 41 42
19 58 22
20 42 32
21 48 35
24 42 43
25 39 56
26 40 44
27 41 40
28 27 Nao iniciou
30 41 Nao iniciou
32 41 N&o iniciou
33 37 50
34 41 48
35 41 N&o iniciou
36 41 45
40 40 N&o iniciou
44 42 Nao iniciou
45 51 N&o iniciou
46 27 e 48 48
47 46 Nao iniciou
48 27 Nao iniciou
49 40 50
50 38 55
51 49 18
52 42 40
53 46 25
54 40 45
55 39 Nao iniciou
57 39 55
58 40 40
59 39 50
60 39 50
61 38 53
62 37 54
63 53 22
64 40 48
65 45 32

66 38 50
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5.6.3 Correlacédo entre o tamanho da regido polimérfica CCG e a idade de inicio
das manifestagdes clinicas

O estudo estatistico realizado relacionando a idade de inicio da doenca e
numero de repeticdbes CCG mostrou ndo existir entre as variaveis correlagao
significante (r= 0,06) com um valor de p<0,001 (Gréfico 7).

Os alelos CCG correlacionados foram selecionados dos mesmos
cromossomos (n=47) que possuiam unidades CAG anormais, expandidas e

mutaveis.
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Grafico 7: Correlacao entre numero de repeticbes CCG dos alelos anormais (expandidos e
mutaveis) para DH e idade de inicio das manifesta¢des clinicas

5.6.4 Comparacdo dos resultados validados por outros laboratorios

A comparacgao entre os resultados do tamanho de fragmentos CAG obtidos
nos trés laboratérios ja citados mostraram que nao houve diferenca estatisticamente
significante (r= 0,99) com valor de p<0,001, sugerindo que 99% dos resultados
obtidos por outros laboratérios foram iguais aos obtidos na UNIRIO, tanto para os

alelos normais como para os expandidos.
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6 DISCUSSAO

6.1 CONSIDERAGOES SOBRE OS METODOS UTILIZADOS

O diagnéstico molecular das doengas causadas por expansdes de
trinucleotideos de repeticdo € controverso por questdes éticas e por faltar um
tratamento definitivo e especifico para essas doencgas, como por exemplo, a DH.

Entretanto, a possibilidade de diagnostico oferece ao clinico e ao paciente e
seus familiares o esclarecimento do possivel progndstico contribuindo também para
o aconselhamento genético e planejamento familiar.

Além disso, o diagnostico molecular também oferece uma perspectiva para
que possiveis estratégias terapéuticas possam ser adotadas no futuro, a medida que
estudos moleculares entre outros forem desvendando os processos celulares de

degeneragao e os tratamentos para 0s mesmos.

6.1.1 Extracdo de DNA

A técnica de extracao de DNA por fenol—cloroférmio, descrita por Sambrook,
Fritsch e Maniats (1989) modificada, € um método de escolha da maioria dos
estudos relacionados as doengas causadas por expansdes trinucleotidicas. Pois
esta técnica proporciona um produto puro e de boa qualidade, garantindo a
amplificacdo de regides repetitivas como € o caso das expansées CAG da Doenca
de Huntington (JOHN et al., 1990). Porém utilizamos no presente estudo um kit de
extragdo de DNA (kit Blood Genomic Prep Spin) da empresa GE Healthcare por
facilidade metodolégica que também resultou em substratos de DNA com excelente
qualidade para analise genética. Este kit tem como principio a purificagdo do DNA
gendmico baseada no método que emprega colunas com membrana de silica para

separacao e purificagao eficiente do DNA.
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6.1.2 Reacbes da PCR

As primeiras reagcdes de PCR deste estudo para investigacdo molecular de
DH foram realizadas conforme Warner, Barron e Brock (1993) e Culjkovic e
colaboradores (1997). Porém, tal abordagem n&o propiciou a amplificagdo da regido
alvo deste estudo em todas as amostras. Os primers utilizados, denominados HD1
(senso), HD2-HEX (antissenso) e HD3-FAM (antissenso), foram analisados, neste
estudo, por meio do software Olig Calc que identificou a formagao de algas (hairpins)
nos primers HD1 e HD2-HEX.

Tais resultados podem indicar o motivo pelo qual esses primers nao
favoreciam a formacgao de produtos de amplificagdo em todas as reagdes de PCR
realizadas com os protocolos propostos por Warner, Barron e Brock (1993) e
Culjkovic e colaboradores (1997). Pois a formagédo de hairpins propicia inumeras
possibilidades de formacao de estruturas secundarias, relativamente pequenas, de 6
a 10 pb, como algas tipo cabecga de alfinete. Estas sequéncias repetidas invertidas
que possuem menor energia livre sdo as de menor estabilidade e com maior
probabilidade de formacdo de estruturas secundarias o que impede o sucesso da
reacdo da polimerase em cadeia (CAMPOS, 2005). Portanto, o protocolo foi
substituido e realizado conforme o laboratério do NUDIM-UENF-.

A construgcdo dos primers para a delimitacdo das regides de repeticdes
trinucleotidicas CAG e CCG na regidao 4p16.3 n&o € simples, uma vez que s&o
regides ricas em nucleotideos C e G. Consequentemente, os primers sao
construidos com grandes quantidades destas duas bases. O DNA com fita dupla
nessas regides se renaturam imediatamente apos a etapa de desnaturacgao,
dificultando a hibridagdo do primer na regido complementar do DNA, além de
prejudicar sua extensdo (CULJKOVIC et al. 1997).

As pesquisas que investigam expansdes trinucleotidicas no gene IT15,
responsavel por causar a DH, utilizam primers extensos e ricos em nucleotideos C e
Kalman e colaboradores (2007) publicaram um artigo que comparava pelo menos
cinco diferentes primers utilizados em laboratérios diferentes, e a maioria deles
possuia aproximadamente 20 a 30 pb e eram compostos por mais de 50% de bases
de nucleotideos C e G. Porém quanto maior o numero Guanina e Citosina, maior

deve ser a temperatura de hibridacéo, e mais dificil se torna a reacdo de PCR.
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Neste estudo, os primers tinham de 21 a 22 pb e eram compostos por mais
de 50% de C e G, e a temperatura de hibridagdo da PCR foi de 59,1°C, ligeiramente
inferior quando comparada as temperaturas de hibridacédo utilizadas por Warner,
Barron e Brock (1993) e Culjkovic e colaboradores (1997). Estes autores usavam
primers de 30 a 33 pb com mais de 50% de nucleotideos C e G e a temperatura de
hibridagao variava de 60 a 65°C. O primer de sentido senso (HD1-6FAM) que foi
utilizado no presente estudo é acoplado com fluor6fo 6-FAM para que os amplicons

produzidos na PCR sejam detectados na analise por eletroforese capilar.

6.1.2.1 Produtos de amplificacao

Os produtos de amplificagdo s&o os fragmentos genéticos, medidos em pb,
gerados a partir da técnica de PCR. As regides alvo para PCR s&o delimitadas por
primers, primers complementares a regido alvo do estudo. O segmento do DNA
gendmico objeto deste estudo é um sitio de dificil amplificagdo por PCR, por estar
localizado em uma regido rica em nucleotideos C e G (CULJKOVIC et al. 1997).

As regides ricas em C e G necessitam de uma maior temperatura de
desnaturagao do DNA, pois estédo ligadas com suas bases complementares por trés
pontes de hidrogénio cada, ao contrario das bases adenina e timina, que se pareiam
por meio de duas pontes de hidrogénio.

Nas reagdes cujo par de primer utilizado foi HD1-FAM/HD3 os fragmentos
gerados por PCR (amplicons) podem medir de 101 a 146 pb (12 a 26 CAG), em
individuos com alelos CAG normais para DH. Por outro lado, em individuos com
alelos anormais para DH estes amplicons possuem tamanho minimo de 147 pb (>26
CAG). No presente estudo ndo foi identificado nenhum alelo com mais de 58
unidades CAG cujo amplicon mede 241 pb. Portanto ainda ndo se sabe qual o maior
tamanho de fragmento que este protocolo utilizado é capaz de detectar. Os alelos
com numero de repeticdes maiores que 100 copias CAG sédo mais dificeis de serem
amplificados (KALMAN et al., 2007).

Nas reagdes cujo par de primer utilizado foi HD1-FAM/HD4 os fragmentos
mediram de 147 a 240 pb, mas podem chegar a valores maiores uma vez que esta

reacgao analisa em conjunto a regido polimérfica CAG mais a CCG.
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Vale ressaltar que para a obtengao dos tamanhos de fragmentos referentes
apenas as regides CCG, deve-se subtrair a regiao CAG do valor total do tamanho da
regido CCG. Estes valores variaram de 62 a 76,1 pb quando o as unidades CCG
possuiam entre 6 a 10.

Os amplicons com presenca de fragmentos stutters quando analisados por
eletroforese capilar geram varios picos nos eletroferogramas, dentre eles é
selecionado como pico principal o mais proeminente. E quando os fragmentos
polimoérficos s&o analisados por eletroforese em gel, a banda escolhida como
principal € a maior encontrada (KALMAN et al., 2007).

Os picos stutters sao artefatos que podem aparecer nos eletroferogramas
como grupos de picos, espagados entre si por no maximo 4 pb, resultado do
escorregamento (slippage) da Taq polimerase durante o processo de amplificacéo
do DNA, principalmente em regides polimorficas de repeticdes de nucleotideos in
tandem. As bandas stutters sdo menores que 0s picos principais, € normalmente se
encontram a esquerda deles (OVERSON, 2009).

Sugere-se que a degradacdo do DNA, por ag¢des quimicas e/ou por
interferéncias de microorganismos devido a condigdes ndo adequadas de
armazenamento, possa interferir na qualidade dos picos e, consequentemente, nos
resultados dos testes genéticos.

Devido a isso, as primeiras amostras processadas, que demoraram um
tempo maior para serem analisadas, mostraram resultados com qualidade inferior
(ruidos nos eletroferogramas) em relagcéo as outras processadas de imediato.

Observou-se que quanto menor o intervalo de tempo entre a coleta da
amostra bioldgica e o processamento da mesma, maior é a qualidade dos picos e
menor a existéncia de residuos no fundo do eletroferograma e o aparecimento de

picos inespecificos.

6.1.3 Eletroforese capilar

A técnica de eletroforese em um analisador genético, como o ABI 3500
utilizado, quando comparada as técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida,
estima melhor os resultados em relagdo ao tamanho dos alelos CAG genotipados

(WILLIAMS et al., 1999). Le, Fung e Trent (1997), ao compararem a eletroforese em


http://www.freshpatents.com/Thomas-L-Overson-Fayetteville-invdiro.php
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gel de poliacrilamida e a eletroforese capilar em investigagdes para genes mutados
para a DH obtiveram resultados mais reprodutiveis e precisos com a eletroforese
capilar. O numero de repeticoes CAG é determinado com menos duas unidades
quando a amostra € analisada por eletroforese capilar, em comparagdo com o gel de
poliacrilamida. Isso vale para fragmentos de 15 a 54 unidades CAG, o que é
explicado devido as ligagbes cruzadas existentes no polimero do gel de
poliacrilamida que, de certa forma, faz com que os fragmentos corram menos na
eletroforese e sejam identificados com peso molecular ligeiramente maior do que
realmente tém. Ao contrario, o polimero usado na eletroforese capilar é linear e
facilita a migragcao dos fragmentos através da trama.

Além da eletroforese capilar, que usa primers acoplados a fluoréforos na
PCR, para que os amplicons sejam detectados pela fluorescéncia, alguns
laboratorios ainda usam primers acoplados a radioisétopos e fazem a determinagao
dos tamanhos dos amplicons por eletroforese em gel de poliacrilamida (KALMAN et
al., 2007).

6.1.3.1 Definigdo do tamanho dos alelos

Foi desenvolvido um material de referéncia para testes genéticos para a DH,
conforme Kalman e colaboradores (2007), no qual dez laboratérios diferentes
analisaram a mesma amostra, e foi concluido que uma variedade de tamanho dos
fragmentos amplificados podem relatar o mesmo alelo. Este estudo também
identificou diferentes tamanhos de amplicons para cada alelo correspondente

conforme citado em resultados no item 5.1.3.

6.2 CASUISTICA

A doenga de Huntington possui prevaléncias variadas em diferentes partes
do mundo. A emigragao européia e a miscigenagao genética entre populagbes com
diferentes origens étnicas podem ter sido responsaveis pela variedade destas
prevaléncias. A populagdo brasileira, com alta miscigenagdo genética entre

descendentes europeus e africanos, pode ser uma amostra interessante para
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aprender-se mais sobre a historia, incidéncia e a propagacdo da DH (SILVA et al.,
2000).

Estudos brasileiros ja publicados (RASKIN et al., 2000; SILVA et al., 2000),
assim como a presente dissertacdo, possuem papéis importantes para o
conhecimento da incidéncia, dos métodos diagndsticos e progndsticos de pacientes
brasileiros com DH.

No presente estudo foi calculada, pela primeira vez, a prevaléncia minima da
cidade de Ervalia, com valor de 8,9/10.000 individuos. Este valor € de 8,9 a 17,8
vezes maior que os dados da populagdo caucasiana conforme a WHO (WORLD
HEALTH ORGANIZATION). Esta cidade (zona rural) tém alta prevaléncia da DH por
ter sido um local de refugio para individuos portadores e familias da DH residentes
de cidades vizinhas, que migraram para esta regido e comegaram a constituir
familias entre eles.

A variabilidade clinica, na apresentacao dos sinais e sintomas da doenca,
muitas vezes exige uma investigacdo genética precisa em nivel molecular para
determinacdo do diagnostico definitivo, uma vez que as manifestagdes clinicas da
DH podem ser semelhantes as de outras doengas com melhor prognéstico.

Em uma pesquisa realizada com uma grande coorte de individuos franceses,
que possuiam o quadro clinico semelhante a DH, foram encontrados, em um n
amostral de 252 pacientes, dois com Huntington-like tipo 2 (HDL2) e dois individuos
com SCA17 ou HDL4 (STEVANIN; FUJIGASAKI; LEBRE, 2003).

Outra pesquisa realizada no norte da América, foram encontrados seis
(1,1%) casos, em um grupo amostral de 538 individuos com quadro semelhante a
DH. Porém, estes individuos nao foram testados para outras doengas. Enquanto que
em um grupo de 44 japoneses nao havia nenhum caso de HDL2 (MARGOLIS;
HOLMES; ROSENBLATT, 2004).

Neste estudo apenas dois individuos tinham o diagndéstico molecular
negativo para a doenga, dentre os sessenta e cinco investigados, apesar de
possuirem o quadro clinico semelhante a DH, mas com historico familial de outra
doenca com disturbio de movimentos. Estes pacientes foram excluidos da analise
estatistica desta dissertagao por destoarem dos outros individuos selecionados para
o estudo, uma vez que nao tinham aspectos relacionados a DH. Além disso, no

presente estudo estes individuos nao foram testados, em nivel molecular, para
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outras doencgas genéticas semelhantes a DH por ndo haver na rotina do laboratério
meétodos padronizados para este procedimento.

Dentre os individuos investigados para DH foram observados alguns casos
que exigem uma ateng&do maior por ndo serem muito comuns em relagdo aos outros
casos estudados neste trabalho (descrito em resultados item 5.5).

O primeiro individuo, do sexo feminino, portador de um alelo de penetrancia
completa (48 copias CAG) e de outro intermediario (27 cépias CAG) para DH,
apresentou o quadro mais cedo quando comparado a outro individuo afetado que
possui um alelo normal (14 cépias CAG) e um alelo de penetrancia completa (48
copias CAG). O quadro pode ter sido agravado pela presenca de dois alelos
anormais para DH em um unico individuo genotipado.

Outro individuo afetado n&o possui pais afetados até o momento (com
aproximadamente 70 anos de idade), sendo que a geragao anterior ao pai possui
historico de uma doenca com quadro semelhante a DH. Entretanto, os pais ainda
nao fizeram o teste molecular para a DH. Se confirmados negativos, uma hipotese é
a de que o pai possa ser portador de um alelo intermediario, ou de penetrancia
reduzida, e transmitiu o alelo expandido para a filha, que apresenta a mutacdo no
gene IT15 confirmada em nivel molecular.

Em relagcdo aos dados analisados, ndo houve diferengca estatistica
significante entre os individuos com DH do sexo masculino e feminino (p=0,154),
assim como na pesquisa do Silva e colaboradores (2000). Isso se explica pelo fato
da doenga de Huntington ndo ser uma doenca que acomete especificamente um
sexo, ambos os sexos sdo afetados em igual propor¢do por ser uma doenca
autossémica dominante (KAPLAN; SADOCK, 1993).

Porém, conforme Kovtun e colaboradores (2004) o sexo do embrido
influencia na probabilidade de ocorréncia de contragcées no tamanho das expansdes
CAG, e esta alteragdo ocorre na fase pds zigética. Observagdes similares foram
feitas por Wheeler e colaboradores (2007) em pesquisa realizada com individuos
afetados pela DH, no qual 42% dos alelos de transmissdo materna para as filhas
sofreram contragcdo no tamanho do alelo CAG, enquanto que nos filhos a contragao
foi em apenas 27% dos casos. O sexo acaba sendo um fator que pode determinar
esta diferenca devido a maior instabilidade genética, pos zigotica, encontrada nos

espermas portadores de cromossomos Y em relagdo ao X (KOVTUN et al., 2004).
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O indice de heterozigose do alelo normal na populagéo brasileira segundo
Silva e colaboradores (2000) foi de 88%, e o do presente estudo foi um pouco menor
com 69,23%. Estes indices variam de acordo com a regido, na Turquia, por
exemplo, o indice de heterozigosidade & de 60% (AKBAS; ERGINEL-UNALTUNA,
2003).

6.2.1 Investigacao inter e intrageracional dos alelos anormais para DH

A instabilidade somatica, que pode levar ao mosaicismo das unidades de
repeticoes CAG, pode explicar o surgimento do fenétipo da DH em portadores de
alelos com menos de 36 unidades CAG (TELENIUS et al., 1994, apud ANDRICH et
al., 2008).

Pesquisas realizadas por outros autores, em relacdo aos fatores
intergeracionais dos alelos expandidos, m qurevelae existe diferenca significante
entre a transmiss&o paterna dos alelos e a transmissdo materna (valor de p<0,0001),
assim como diferenga na proporcéo entre ocorréncia de contracdes e de expansodes
quando os alelos CAG sao transmitidos pelo pai ou pela mae (KOVTUN et al., 2004;
WHEELER et al., 2007).

Um estudo realizado no Brasil em 2000 por Raskin e colaboradores mostrou
maior ocorréncia de expansdes quando a transmisséo foi paterna. E, em dois casos,
tanto a transmissao materna como a paterna foram estaveis, ndo houve variagao do
alelo expandido.

O presente estudo com individuos brasileiros teve mais ocorréncias de
expansdes quando a transmissao foi paterna. Os eventos de contragées ocorreram
mais no alelo transmitido pela mae. O valor médio da variagdo das unidades CAG foi
de 2,5, maior que na populagédo da Venezuela (WHEELER et al., 2007). O tamanho
dos alelos CAG transmitidos pelos pais teve valor médio de 41,25, e foi maior na
transmissao materna, conforme na Venezuela. No presente estudo ndo houve alelos
expandidos com transmissao estavel em relacao a variacdo das unidades de CAG.

No presente estudo ndo houve diferenga estatistica significante no tamanho
dos alelos expandidos da DH quando transmitidos pelo pai ou pela mae (p= 0,306)

assim como o estudo realizado no Brasil em 2000 por Silva e colaboradores.
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Talvez estas diferengas entre os resultados das analises intergeracionais de
populacdes diferentes tenham sido devido a pequena amostra de individuos
investigados no presente estudo (quatro pais com seus respectivos filhos testados).
Portanto, sugere-se que a amostra para tal investigagdo seja maior em estudos
posteriores.

Também foi investigada, na Venezuela, a instabilidade dos alelos CAG
expandidos quanto ao sexo da prole, no qual as transmissdes maternas e paternas
foram detalhadas de acordo com o sexo dos filhos que receberam o alelo mutado.

No presente estudo, a transmissdo materna do alelo expandido para os
filhos foi maior que para as filhas, em concordancia ao estudo realizado por Wheeler
e colaboradores (2007). Ja a transmissao paterna do alelo mutado foi igual para as
filhas e para os filhos. A maior variagdo das unidades CAG ocorreu na transmisséo
paterna para os filhos com -3 e +8 unidades, o que coincide com o estudo da
Venezuela. A unica contracdo ocorreu na transmissao materna para um filho
homem, que conforme Wheeler e colaboradores (2007) foi a categoria que teve
maior numero de ocorréncia das mutacgoes.

Os dados acima se apresentam semelhantes aos dados dos estudos
desenvolvidos na Venezuela. Enfatiza-se, mais uma vez, que se faz necessario um
estudo com uma amostra maior de individuos para propiciar uma investigagcdo mais
fidedigna das transmissdes intergeracionais dos alelos expandidos a prole.

Em relacdo ao Huntington juvenil, com aparecimento da doenca antes dos
20 anos, geralmente representam 10% da amostra de afetados pela DH (ANDREW
et al., 1993; NAHHAS et al., 2005). No presente estudo apenas um individuo
desenvolveu a doenga juvenil, com 49 unidades CAG. Portanto, a frequéncia de
individuos com a doenca juvenil do presente estudo € menor que 10%, frequéncia
relatada por Andrew e colaboradores (1993) e Nahhas e colaboradores (2005). Vale
ressaltar que alguns individuos investigados neste estudo ndo souberam relatar com
precisdao em que momento (idade de inicio) perceberam o surgimento das alteracoes
motoras. Uma vez que a presente dissertagdo € um estudo descritivo prospectivo, os
individuos ndo foram acompanhados desde o inicio da doenca, sendo a informacéao
em relagao a idade de inicio relatada pelo afetado, com auxilio de seus cuidadores e
familiares.

Porém, se for considerado que os individuos com DH juvenil s&o portadores

de alelos com aproximadamente 60 unidades CAG, no presente estudo ha quatro
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candidatos a apresentarem a doenca juvenil. Se isso fosse confirmado, haveria
8,51% de individuos com Huntington juvenil no presente estudo, aproximando da
frequéncia relatada por Andrew e colaboradores (1993) e Nahhas e colaboradores
(2005).

Em alguns estudos a DH juvenil ndo apresentou diferenca significante entre
a transmissao materna ou paterna (NAHHAS et al., 2005). Assim como outro estudo,
realizado na ilha de Creta, com trés individuos afetados relatou ndo encontrar
diferencga significante entre transmissdo materna e paterna do alelo expandido nos
casos juvenis (KARTSAKI et al., 2006).

Em alguns casos, o alelo expandido responsavel por causar a DH
precocemente € um traco genético particular de cada familia, em relacdo ao
tamanho das expansées CAG que s&o transmitidas de uma geragdo a outra.
Portanto, um caso de DH juvenil ndo é obrigatoriamente causado pela expansao de
novo transmitida pelo seu pai ou mae afetada, uma vez que, o alelo expandido
responsavel por causar a DH juvenil pode ter passado de forma estavel através das
geragbes. Como por exemplo, a familia investigada por este estudo representada
pelo heredograma de numero 017, na qual os individuos da familia tiveram inicio da

DH por volta de 20 a 30 anos de idade.

6.2.2 Regido polimorfica com repeti¢cdes de trinucleotideos CAG

Os alelos da regiao polimorfica CAG serviram de base para classificar cada
individuo como afetado, ou portador de alelo mutavel ou ainda como nao afetado, de
acordo com o numero das unidades de repeticao CAG de cada alelo. O perfil alélico
da regido polimorfica CAG responsavel por causar a DH varia de acordo com a
origem étnica de cada populagao.

O tamanho dos alelos CAG no gene IT15, esta relacionado com a idade de
inicio da doenga (THE HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE GROUP, 1993
apud ANDRESEN et al., 2007).

Os alelos intermediarios encontrados no presente estudo dentre os
individuos portadores de alelos anormais para DH (n= 47) representaram 4,3%, e
todos eles tinham 27 coépias CAG. A porcentagem relatada por Raskin e

colaboradores (2000) foi de 4% de portadores de alelos intermediarios em uma
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amostra de brasileiros afetados por DH, com descendéncia caucasiana. Esta
frequéncia de 4% € maior que a normalmente encontrada na populagdo caucasiana
européia normal para DH, que é de 0,93% (GOLDBERG; MCMURRAY; ZEISLER,
1995). Raskin e colaboradores (2000) também relataram a frequéncia de alelos
intermediarios em um grupo de individuos com descendéncia africana com a
frequéncia de 4,7%, também maior que a relatada nas populagdes africanas normais
para DH (WRIGHT; STILL; ABRAMSON, 1981).

Conforme varios relatos de casos sobre a DH é dificil definir o menor
tamanho de repetigcdes expandidas CAG responsavel pela doenga. Alguns autores
consideram os alelos com expansbes de 27 a 35 unidades CAG como alelos
normais e ndao mutaveis (RASKIN et al., 2000; SILVA et al., 2000; MOROVVATI et
al., 2008). Tais fatos geram a existéncia de uma confusdo de informagdes em
relagao aos alelos responsaveis por causar a DH.

Dentre os estudos sobre a DH que realizaram também o diagndstico
diferencial para outras doencas semelhantes, 0 menor numero de unidades CAG
associado com o fenétipo DH foi relatado com 37 repeticées, em um descendente
europeu. A auséncia da manifestacdo da doenca ainda nao foi documentada em
nenhum individuo cujo alelo anormal tenha mais de 39 repeticbes CAG. E o maior
numero de unidades CAG ja relatado foi o com 216 copias (SENECA et al. 2004).

Em um estudo realizado na Croacia por Hec¢imovi¢ e colaboradores (2002),
os alelos dos cromossomos normais variaram de 15 a 20 cépias CAG, sendo os
mais predominantes com 17 copias. E os alelos intermediarios naquela regido
variaram de 30 a 34 unidades CAG. Os alelos mutados mais frequentes
apresentaram 42, 43 e 44 cépias CAG, e em 85,8% da amostra as repeticdes CAG
tinham menos de 50 unidades, sendo que o menor alelo encontrado responsavel por
causar a doencga possuia 39 unidades.

No Japao, em 15 individuos afetados pela DH, os alelos variaram de 36 a 59
unidades CAG, com valor médio de 46 unidades e em alelos normais as repeticoes
variaram de 8 a 31 copias, com valor médio de 22 (MOROVVATI et al., 2008).

Estudos realizados na Turquia (AKBAS; ERGINEL-UNALTUNA, 2003)
acharam o menor alelo responsavel por causar a DH com 38 copias CAG e o maior

com 78, entre os 127 individuos estudados.
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Outra pesquisa realizada na ilha de Creta, na qual 33 individuos foram
estudados, o menor alelo causador da DH apresentava 36 copias CAG e o maior 42
(KARTSAKI et al., 2006).

Na india, o menor alelo identificado por determinar a DH foi o de 41
repeticbes de trinucleotideos CAG e o maior o de 56 unidades (PRAMANIKI et al.,
2000).

Na Ilha de Formosa (Taiwan) um estudo realizado demonstrou que os alelos
normais variaram de 10 a 29 repeti¢des trinucleotidicas CAG, com valor médio de
17,75 £ 1,95, dentre os 53 individuos estudados. E os alelos expandidos variaram de
38 a 109, com valor médio de 47,36 £ 9,98 (WANG et al., 2004).

Na Espanha, os alelos mutados variaram de 37 a 86 unidades CAG
(GARCIA-PLANELLS et al., 2005).

Um estudo realizado no Brasil, em 2000 por Raskin e colaboradores, no qual
foram investigadas somente as regides polimérficas CAG de individuos com DH, os
alelos normais variaram de 14 a 30 unidades com valor médio de 18 (mediana 17). E
os alelos expandidos para DH variaram de 39 a 88 copias, com valor médio de 46,7.

No Brasil, no mesmo ano, foi realizado outro estudo por Silva e
colaboradores (2000) no qual os alelos normais para DH variaram de 18 a 26
unidades, com valor médio de 22 unidades. E os alelos expandidos variaram de 43 a
73 cobpias, com valor médio de 50,3. Enquanto no presente estudo, os alelos
normais dos individuos afetados variaram de 12 a 26 unidades de repeticbes CAG,
com valor médio de 16,3 = 3,3 e mediana de 15. Os alelos anormais para DH
variaram de 27 a 58 coépias CAG, com valor médio de 41,7 + 5,3 e mediana 41. Os
alelos normais e anormais para DH tiveram tamanhos menores quando comparados
aos estudos de Raskin e colaboradores (2000) e de Silva e colaboradores (2000).

Apesar de ambos os estudos terem sido realizados no Brasil, nota-se que os
perfis alélicos encontrados sao diferentes. Este fato pode ter ocorrido devido a
investigacado de individuos que nao eram da mesma regido, por exemplo, Silva e
colaboradores (2000) investigou individuos de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Parana e
o presente estudo investigou individuos do Estado do Rio de Janeiro e de Minas
Gerias, especificamente a cidade de Ervélia-MG. Talvez as diferengas regionais
possam estar interferindo nesta variacdo alélica devido a imigragao regional de
individuos com origens étnicas diferentes. Além disso, fatores ambientais conforme

Wexler e colaboradores (2004) podem interferir na variabilidade das manifestagdes
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clinicas da DH. Conforme Silva e colaboradores (2000) existe uma correlagéo
negativa (r= 0,6) significante entre as unidades CAG e a idade de inicio (p= 0,0001).

A presente dissertagcdo também mostra uma forte correlagao negativa entre
essas duas variaveis (r=-0,84) com um valor de p<0,001.

Na populagdo da Turquia também existe uma correlagdo negativa (r= 0,67,
valor de p<0,001) significante entre as unidades CAG e a idade de inicio (AKBAS;
ERGINEL-UNALTUNA, 2003). Assim como estudos realizados na india (PRAMANIK
et al., 2000), na llha Formosa (Taiwan) (WANG et al., 2003), na Espanha (GARCIA-
PLANELLS et al., 2005), na Croacia (KARTSAKI et al., 2006) e em Creta
(TZAGOURNISSAKIS et al., 1995) mostraram o mesmo padrao de correlagao.

6.2.3 Regido polimorfica com repeticdes de trinucleotideos CCG

As regides CCG sado regides polimorficas indicadoras das diferentes
ancestralidades genéticas do gene mutado da DH (MUGLIA et al., 1996). Pela
primeira vez, de acordo com artigos ja publicados, foram investigadas as regides
polimérficas CCG em individuos brasileiros.

A variabilidade do perfil alélico e de aspectos fenotipicos da DH em
populagdes distintas ja foi correlacionada com a frequéncia dos diferentes alelos
CCG encontrados, o que evidenciou diferentes origens da mutacéo responsavel pela
DH (MOROVVATI et al., 2008).

Entretanto, em popula¢des cuja prevaléncia da DH € menor em relagao a
Europa Ocidental, como por exemplo, no Japdo, na China, e em popula¢gdes de
negros africanos, o alelo mais frequente da regido polimérfica CCG possui 10
unidades (SQUITIERI et al., 1994 apud PRAMANIK et al., 2000).

Assim como a variedade do perfil alélico da regidao CAG, também existe uma
diversidade no perfil alélico da regido CCG. Cada populagédo, com sua origem étnica
diferente possui uma predominancia de alelos CCG de tamanhos diferentes,
normalmente variam de 6 a 12 unidades (SQUITIERI et al., 1994).

Em relagado a regido polimorfica CCG foi identificado pela primeira vez, em
2000, na india, um caso com apenas 4 unidades de repeticdes CCG em um
individuo afetado pela DH (PRAMANIK et al., 2000). Na Croacia, o alelo CCG mais

frequente possuia 7 unidades e em 26,7% da amostra estudada foram encontrados
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alelos com 10 copias. Regides polimérficas com seis, oito e nove unidades néo
foram encontradas neste estudo da Croacia (HECIMOVIC et al., 2002).

No Japao o alelo mais frequente entre os individuos afetados foi o com 10
unidades CCG, e os alelos com 7 unidades foram encontrados com menor
frequéncia (MOROVVATI et al., 2008).

Na ilha Formosa (Taiwan), em um estudo que investigou as regides
polimodrficas CCG em 53 individuos, foram achados alelos que variaram de 6 a 11,
com maior frequéncia o alelo com 7 repeticdes. Este estudo sugeriu que a regido
CCG néo é um fator determinante para a idade de inicio da DH (WANG, et al.,,
2004).

Na Espanha, os alelos CCG identificados em 79 individuos afetados tinham
7 e 10 unidades, sendo que o alelo com 7 cdpias, possuia maior frequéncia
(GARCIA-PLANELLS et al., 2005).

No Brasil, no presente estudo, as unidades de repeti¢cdes de trinucleotideos
CCG variaram de 6 a 10, cujos alelos predominantes possuiam 7 cépias.

Acredita-se que a mutagdo encontrada no gene da DH tenha o efeito
fundador na Europa Ocidental (HAYDEN, 1981 apud GARCIA-PLANELLS et al.,
2005), e este gene mutado tenha se espalhado para outras regides por meio de
emigracdes. Na Europa Ocidental, ha predominédncia de alelos CCG com 7
unidades. Portanto, de acordo com esta hipotese, sugere-se que estes genes
passaram por novos eventos mutacionais independentes e resultaram na variagcao
das unidades de repeticbes CAG e CCG (SQUITIERI et al., 1994 apud MOROVVATI
et al., 2008).

Ha controvérsias em relagdo a existéncia de correlagcdo entre a regiao
polimoérfica CCG e a idade de inicio a DH. Conforme Panegyres e colaboradores
(2006) a regido polimérfica CCG néo interfere na idade de inicio da DH, no
desenvolvimento de disfungdes neuroldgicas ou no tamanho das repeticbes CAG.

Entretanto, Chattopadhyay (2003) relata que a variacdo da regiao CCG é
responsavel em 3,1% dos casos de afetados pela variabilidade da idade de inicio da
doencga. Entretanto, um estudo realizado por Wang e colaboradores (2004)
demonstrou nao existir correlagcado entre a variagao das unidades CCG e a idade de
inicio.

Assim como estudos realizados na Franga com 77 individuos (VUILLAUME
et al., 1998 apud ANDRESEN et al.,, 2007), na Itdlia com 126 investigados
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(NOVELLETTO et al., 1994 apud ANDRESEN et al., 2007) e na Russia com 57
individuos estudados (KUTUEV et al., 2004 apud ANDRESEN et al., 2007) n&o foi
detectado uma correlagao entre a regido polimoérfica CCG e a idade de inicio da
doencga.

O presente estudo nao identificou correlagédo entre a regido polimérfica CCG
e a idade de inicio dos individuos afetados pela DH (r= 0,06). Porém, a investigacao
desta regido foi de relevancia para este estudo pois indicou pela primeira vez a
origem genética do gene da DH em individuos brasileiros, ndo havendo qualquer

publicacdo até o momento sobre o assunto.

6.3. VALIDACAO DOS RESULTADOS

Devido ao menor tamanho dos alelos normais em relagdo aos alelos
expandidos, a enzima Taq polimerase apresenta um resultado de amplificagdo mais
eficiente para substratos de tamanho menor, gerando entdo um aumento na
concentracdo do produto de amplificacdo referentes aos alelos normais. Esta
amplificacdo preferencial de alelos normais em relagao aos alelos expandidos pode
acarretar em resultados falsos negativos. Conhecendo este fato, foi imprescindivel a
comparagdo dos resultados das genotipagens dos alelos CAG (normais e
expandidos) realizadas por este estudo com o resultado da analise dos mesmos
alelos genotipados por outros laboratérios.

Das 12 amostras que tiveram seus resultados validados em outros
laboratérios, apenas quatro tiveram leves diferencas que estatisticamente ndo eram
significantes (variacdo de apenas uma unidade CAG) em alelos normais e
expandidos. Esta diferenca na unidade das repeticdbes CAG nao comprometeu a
classificagao dos alelos quanto a normais e anormais para DH.

Os resultados que tiveram esta variagdo, em comparagao com os resultados
encontrados no laboratorio da UNIRIO, foram trés do Laboratério de Neurologia
Experimental e Aplicada da USP-Ribeirao Preto e um do laboratério H. Pardini - BH.
Todos os resultados do laboratério do NUDIM-UENF foram exatamente iguais.

As pequenas diferengas discutidas acima podem ser explicadas devido ao
diferente comportamento da DNA polimerase usada na reacdo de PCR em relagao

as condicdes utilizadas por cada protocolo desenvolvido em cada laboratério. Pois
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esta enzima faz slippage ao replicar o DNA, e este escorregamento da DNA
polimerase pode produzir fragmentos com discretas variagbes nos tamanhos em
pares de bases dos amplicons (ELLES; MOUNTFORD, 2004).

Outra explicacdo para as discretas diferencas pode ser a presenca de
mutagdes na regido de hibridagado dos primers ou adjacentes a eles.

Além disso, se houver uma mutagao na regiao de hibridacdo de um primer,
ele pode nao se hibridar com a regiao alvo do alelo e o resultado pode ser um falso
negativo para o alelo em questdo, simulando a presengca de dois alelos em
homozigose se a regido alvo for amplificada normalmente no cromossomo
homalogo.

E necessario que os estudos realizados sobre a doenca de Huntington
sejam feitos com cautela, para isso, devem fazer parte destes estudos diagndsticos
diferenciais para casos fora da normalidade, teste de paternidade, principalmente
para casos de novo e confirmacgao do diagndstico molecular.

A existéncia de informagdes variadas sobre os tamanhos dos alelos e sobre
0s aspectos intergeracionais responsaveis por causar a DH podem comprometer um

melhor entendimento da doenga e seus mecanismos causadores.

6.4 ALELOS EM HOMOZIGOSE E SNP (SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM)

Os primers que determinam o tamanho das unidades de repetigdes CCG
nao sao utilizados rotineiramente pela maior parte dos laboratérios que realizam o
diagnostico de Huntington no exterior, somente em caso de confirmacao de alelos
em homozigose. Entretanto, em alguns laboratorios a investigacdo tanto das
unidades CAG como das CCG séo realizadas independentemente quando os alelos
estdo em heterozigose ou homozigose (KALMAN et al., 2007).

No presente estudo um par de primer (HD1-6FAM/HD3) utilizado delimitava
somente a regido CAG, e outro par (HD1-6FAM/HD4) delimitava a regido CAG +
CCG. As duas reacdes de PCR foram feitas independentemente. Nao foi feita uma
reacdao de PCR que amplificasse apenas a regido CCG. Portanto, os alelos em
homozigose deverao ser reanalisados por um terceiro tipo de PCR com primers que

delimitem apenas a regido CCG.
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A regido do gene IT15 é uma regido composta por varias regides
polimérficas, como os SNP. Por exemplo no final das unidades de repeticdes CAG
existe um grupo de trinucleotideos CAA que se houver uma mutacdo pontual no
segundo nucleotideo, mudando A por G, aparece um trinucleotideo CAG. Ja foram
identificadas duas familias que tiveram esta mutacdo pontual. Este tipo de mutacéo,
além de dificultar a hibridagdo dos primers neste local, gera uma instabilidade
genética nesta regido do gene podendo gerar um alelo intermediario (27 a 35 CAG)
(SEMAKA et al., 2006).

6.5. ASPECTOS ETICOS

Por ser ainda uma doenga sem cura, o diagndstico molecular da DH pode
causar sérias consequéncias psicoldgicas e sociais para os individuos afetados e
grupo de risco, como por exemplo, o alto indice de suicidios destes pacientes.

A frequéncia de eventos catastréficos, como suicidio, tentativas de suicidio e
hospitalizagdes psiquiatricas depois de receberem um resultado preditivo de teste
diagnostico da DH é de 1% (RASKIN et al., 2000).

Um estudo brasileiro achou um caso de Huntington juvenil, no qual um
menino teve idade de inicio das manifesta¢des clinicas aos nove anos e possuia 88
unidades CAG. Por isso, a testagem de criangas menores de 18 anos ndo pode ser
totalmente proibida.

De acordo com as diretrizes internacionais, somente criangas com sintomas
devem participar da pesquisa, apenas como confirmacgéo diagndéstica. Os resultados
dos testes preditivos de menores de 18 anos n&o foram entregues, pois as amostras
foram coletadas apenas por desejo do individuo responsavel pelo menor em
participar da pesquisa.

De um modo geral, um dos principios mais valorizados em bioética é o da
autonomia, ou respeito ao individuo. Esse principio deve ser respeitado sempre que
possivel nos casos de diagnéstico preditivo. O respeito a autonomia deve ser
estendido, desde o ponto de vista moral, a menores, quando eles apresentam
condi¢cbes de compreender todos os aspectos dos testes e devem manifestar sua

opinido com relacao a sua realizacao.
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Embora existam repercussdes negativas em relagdo ao conhecimento do
resultado pelos pacientes da DH, os beneficios individuais e coletivos se sobrepdem,
seja através da diminuicdo da ansiedade ou da adequagao do projeto de vida dos
pacientes, seja para um avango cientifico em carater investigativo da doenga
tornando possivel a criagao de novas alternativas terapéuticas de controle.

O diagnéstico molecular destas doengas de expansao de trinucleotideos é
muitas vezes bastante controverso por questdes éticas e por faltar um tratamento
definitivo e especifico. Entretanto, a possibilidade de diagndstico oferece ao clinico e
ao paciente e seus familiares o esclarecimento do possivel progndstico contribuindo
também para o aconselhamento genético e planejamento familiar. Além disso, o
diagnostico molecular também oferece uma perspectiva para que possiveis
estratégias terapéuticas possam ser adotadas em um futuro, a medida que estudos
moleculares entre outros forem desvendando os processos celulares de
degeneracdo e os tratamentos para as mesmas (SCHOLS, et al., 2004).

Segundo Kessler (1994) existe uma auto-selegcao para realizagdo do teste
para Doenca de Huntington. Aqueles individuos que se acham menos capazes de
lidar com o resultado positivo, ou incapazes de lidar com a ansiedade gerada pelo
teste, devem optar por nao realiza-lo.

E esperado que nos préximos anos sejam desenvolvidas estratégias
preventivas e neuroprotetoras eficazes. Mas, atualmente, deve-se ter uma maior
atengdo em desenvolver abordagens racionais para minimizar os sintomas dos
individuos portadores da DH e melhorar a qualidade de vida dos pacientes e seus
cuidadores, comecando por um esclarecimento melhor sobre a doenca de
Huntington e conscientizacdo da populagdo em geral, principalmente dos
profissionais de saude que lidam com esses casos.

Atualmente, deve-se ter uma maior atengdo em desenvolver abordagens
racionais para minimizar os sintomas dos individuos portadores da DH e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes e seus cuidadores, enquanto a cura nao é

descoberta.



109

7 CONCLUSAO

O perfil alélico encontrado para a regidao polimérfica com repeticdes de
trinucleotideos CAG de individuos brasileiros portadores de alelos anormais para a
DH mostrou uma variacédo de 27 a 58 unidades CAG;

Dos 48 individuos, portadores de alelos anormais para DH, dois possuem
alelos intermediarios (27 a 35 CAG) sem fendtipo da DH e 46 possuem alelos
expandidos, dentre eles, 11 portadores de alelos com penetrancia reduzida (36 a 39
CAG) e 35 com penetrancia completa (maior que 39 CAG);

A média da idade de inicio dos pacientes foi de 41,7 anos;

A investigacao intrageracional dos alelos CAG expandidos ndo mostrou
diferenca significante entre os irméaos;

Na analise intergeracional, o numero de expansdes dos alelos expandidos
foi maior na transmissao paterna, na qual ndo teve nenhum caso de contracoes;

O perfil alélico da regiao polimorfica, com repeticdes de trinucleotideos CCG,
de individuos brasileiros, portadores de alelos anormais para a DH, variou de 6 a 10
unidades CCG;

Quanto maior o numero de unidades de repeticdes CAG, menor a idade de
inicio das manifestacdes clinicas da DH;

A regiao polimérfica CCG néo interfere na idade de inicio da DH;

Na maior parte dos individuos afetados brasileiros, participantes desta
pesquisa, a origem do gene mutado foi supostamente na Europa Ocidental devido a

presenca de 7 unidades CCG, o que é tipico daquela regiao.
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APENDICE A - Questionario de coleta de dados para os individuos que
participaram do estudo

Checklist dos sujeitos da pesquisa sobre Doenca de Huntington

Protocolo:

Nome: Prontuario:
Filiag&o:
Endereco:
Telefone:
Data de nascimento:
Naturalidade:

e Heredograma
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APENDICE B - Heredogramas dos objetos de estudo

Legenda dos heredogramas: Simbolo em forma de quadrado: individuo do sexo
masculino; simbolo em forma de circulo: individuo do sexo feminino; simbolo em
vermelho com dois tracos em cruz: individuo afetado; simbolo com um trago na
vertical: individuo relatado afetado; ponto de interrogacao: individuo que ndo se sabe
se é afetado ou ndo; numero abaixo do simbolo: idade; nimero abaixo do simbolo

entre parénteses: numero da amostra que corresponde a cada objeto de estudo.
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Heredograma Familial 015: Pacientes 023, 026, 027, 030, 031, 032, 033, 034, 036,
038, 039, 041, 042, 043 e 049
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Heredograma Familial 017: Pacientes 028, 029, 045, 046, 047, 048 e 051
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Heredograma Familial 019: Pacientes 053, 054, 055, 056, 057, 058, 059, 060, 061
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Heredograma Familial 020: Paciente 062

LT

o

_6.%_




136

Heredograma Familial 021: Paciente 063
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Heredograma Familial 023: Paciente 065
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Intergenerational aspects and diverse genetic profiles of Huntington's Disease
SistematicReview
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Abstract

Huntington disease (HD) is a rare progressive and fatal neurodegenerative
disease, characterized by movement disorders, personality disorders and
progressive dementia. The prevalence of HD varies according to ethnic origin, and
there are different genetic profiles in each population. The prevalence is 5-10 per
100,000 individuals in Caucasian populations of Northern America and Western
Europe. HD is associated with the expansion of CAG repetitive sequences in gene
IT15. This gene,that is located on the short arm of chromosome 4, encodes for the
protein huntingtin (HTT In this study, we reviewed 16 articles about HD that report
data of 2354 affected individuals from different regions of the world such as
Venezuela, China, Croatia, Turkey, Germany, ltaly, Brazil, Spain, Taiwan, India,
Netherlands, Russia and the USA, with a focus on genetic profiles and
intergenerational expansions or contractions of expanded alleles responsible for
causing HD. It was held a discussion on the genetic characteristics of HD in different
populations and atypical cases were also reported
Keywords: Huntington disease, CAG repeatsand intergenerational.
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Introduction

Huntington's disease is a rare progressive and fatal neurodegenerative
disease characterized by lack of motor coordination of voluntary and involuntary
muscles, called choreic movements, personality disorders and progressive
dementia’. The genetic profiles of HD and intergenerational aspects of expanded
alleletransmission varied according to different regions of the world. The prevalence
of HD varies with ethnical origin, there is 5-10 affected subjects per 100,000 in
Caucasian populations of Northern America and Western Europe 2,3,4.
Furthermore, the existence of atypical cases of HD reported in the literature
favoredthe conductionof thissystematic review.Therefore, this reviewaggregates
theseinformations and highlights regional differences.

Huntington's disease occurs by an unstable mutation in gene IT15located on
the short arm of chromosome 4 (4p16.3). A variation in the number of CAG repeats
causes the mutation.

The mutable region is located in the first exon of IT15and encodes a
polyglutamineN-terminal tail of a protein known as huntingtine®. Alleles that bear 27
or less copies of CAG, lead to normal phenotype. Intermediary alleles have 27 to 35
CAG repeats, are unstable and can be transmitted as an expanded allele to
offspring; nevertheless, holders of this type of allele present a normal phenotype.
Intermediary alleles are unstable and can be expanded mainly during male
gametogenesis, whose number of cycles of division and duplication of genetic
material is greater in relation to oogenesis. Hence, there is a greater probability of
error in DNA replication during spermatogenesis, which increases the risk of
mutations of alleles when inherited from the father °.

The alleles with 36 to 39 CAG units are those with reduced penetrance and
can generate both a normal phenotype as well as rarer cases ofHD. The alleles with
36 or more CAG copiesshow complete penetrance and determine, inevitably, at
some stage of life, the phenotype in Huntington's disease.

Classical studies conducted on different geographical distribution of HD, along
with several epidemiological studies suggest that the alleles responsible for causing
the HD have originated from a single mutation in one ancestor in Western Europe,
which spread to other regions of the world by emigration.Different haplotypes that
include the CCG repeated region, which is adjacent to the CAG region, were
identified in different populations and confirm the existence of mutations that had an
independent and distinct origin from a single common HD ancestor’.

Patients of HD usually have the onset of clinical symptoms at the age of 35 to
55, although the disease can manifest after the age of 80, or much earlier in
teenagers or children due to the phenomenon of anticipation.Approximately 10% of
patients with Huntington have onset of clinical manifestations before the age of 20
and 5% before the age of 14. This phenomenon occurs in 20% of cases of HD.When
the transmission of an expanded allele is maternal,an expansion longer than 20 units
is very rare in the offspring® °.
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The incidence of genetically confirmed cases of HD in individuals who have no
family history of HD, and therefore, would be the first case of the family, is greater
than 8%. These cases are caused by new sporadic expansionsof intermediary
alleles. Such unstable alleles favor the emergence of amutated allele in the offspring,
which determines the disease in the carriers °.

From the onset of initial symptoms the bearer has a progression to death
within 15 to 20 years '°. Variability in clinical symptoms and signs of the disease
often requires a precise molecular investigation at genetic level for final diagnosis'”.

HD is an autosomal dominant genetic disease.Each child of an affected parent
has a chance of 50% of developing the disease; therefore,only one allele inherited
from the mother, or from the father, is able to determine the disease in the offspring.
However, when in homozygosis, although very rare, two expanded alleles are
responsible for the deterioration of the clinical picture of HD if compared to the
affected individuals bearing only one expanded allele. Studies in this area suggest
that homozygous expanded alleles did not diminish the age of onset of the disease,
just change the severity of symptoms and their levels ofprogression. '2.

Material andMethods

A search was conducted in the internet at database siteswhich are related to Health
Sciences, such as: Pubmed/Medline, Scielo and Bireme. The articles were selected
from those encountered in the Genetics area in these three databanks. The
keywords used were HUNTINGTON'S DISEASE, INTERGENERATIONAL and CAG
repeats. Advanced search system was selected and the following inclusion criterion
was chosen: period of publication from 2000 to 2010.

Results

We found a total of 980 scientific articles published from year 2000 to 2010,
and 40 of them were selected accordingly to the chosen theme. Sixteen articles out
of 40 were chosen because they reported, in deeper manner, aspects of molecular
investigation of HD, and intergenerational analysis of expanded alleles in different
regions of the world, as well as atypical cases of the disease (Table 1). In these
papers, 2354 affected individuals were reported and they will be subject of discussion
in this systematic review.Out of the selected articles, eight papers reported HD
affected patients regarding to anticipation; and five articles discussed the cases of
juvenile Huntington disease caused more often by paternal inheritance®.

Studies conducted in Venezuela, with 112 individuals affected by HD,
confirmed the high instability of alleles when transmitted by the father due to the
higher frequency of juvenile HDwith paternal inheritance®.However, in two studies,
cases of juvenile HD hadnot shown significant difference between HDinherited from
the father or from the mother®.

In 2005, anexperimental study carried out with two individualsshowed a case
of HD with anticipation which was inherited from the mother. She had 70 CAG
repeats and she transmitted an allele containing 130 CAG copies®.
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There were only two articles that reported data about Brazilian HD patients.
Theywere a case-control study and a case study. These Brazilian articlesreported the
investigationof alleles containing CAG repeats at molecular level #'> One of these
papers correlated genetic aspects of HD with age of onset of clinical symptoms %.And
the study of case-control type reported the investigation of 84 affected individuals. In
the latter study,the shortest allele for HD foundwas that with 39 CAG repeats. It was
also observed the inverse correlation between the onset of clinical manifestations
and the size of the CAG repeated regions'®.Furthermore, in the cases showing
trinucleotideexpansions, these expansions were longer when the mutated allele was
inherited from the father,in comparison to maternal inheritance.

In Turkey,a studyshowed that among 127 individuals, the shortest allele
responsible for causing HD had 38 copies of CAG and the longest one had 78 CAG
repeats ™.

Another survey conducted in Crete Island andGreece, in which 33 individuals
were studied, the shortest allele causing HDshowed 36 copies of CAG and the
longest 42 CAG copies *°. In India, the shortest allele identified for HD presented 41
repetitions of CAG and the longest allele had 56 CAG repeats '°.

Furthermore, it was in India where, for the first time, four CCG repeats were
found adjacently to the CAG region in a HD affected subject. The CCG region next to
CAG regionhas also been target of many molecular investigations. They are usefulfor
confirming the results of the molecular diagnosis or for the genetic study of the
ancestral origin of HD causative alleles. Most of the articles that analyzed the CCG
regionsreported that the genetic origin of the expanded alleles was in Western
Europe”'.

An experimental study with 53 patients suggested that the size of CCGrepeats
is not a determining factor for the age of onset of HD 8. On the other hand, in a study
with 980 individuals in European countries, there is strong evidence of involvement of
CAG and CCGrepeats in the determination of age of onset of HD®.

Among the individuals studied in Brazil, the smallest allele responsible for HD
had 39 CAG repeats and the longest 88 CAG repeats'2. In 2008, an atypical case
was reportedin Germanyof a patient who was affected by the disease and showed an
allele with only 34 copies of CAG®.

Discussion

HD is a disease of adults.Juvenile cases are rare (approximately 10% of total
cases) and the majority of the affected individuals inherited the expanded alleles from
the father and, rarely, fromthe mother®. Unlikely,another study showed no significant
difference between the numbers of cases of juvenile HD caused by paternal or by
maternal inheritance 2. Usually, a maternal allele does not expand more than 20
copies of CAG 2" 9, however, in 2005, it was reported a case of an affected mother
who transmitted a double size allele to her daughter®. The alleles with less than 26
CAG repeats are not associated with the phenotype of HD and do not show genetic
instability.
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There are two case reports in the literature of individualsclinically diagnosed
as affected by HD who hadintermediary alleles.In one article an individualwho had 29
CAG repeatswas diagnosed with HD by post-mortem autopsy®?. There is another
article that reports the case of an individual who presented cortical atrophy, disorder
of movement and cognitive impairment presenting only 34 copies of CAG?. However
both studies do not mention the investigation of Huntington-like disease or other
diseasesshowing similar symptoms to HD.

Alleles showing intermediate number of CAG repeats areunstable; however,
the holders of this type of allele present a normal phenotype. The alleles with
reduced penetrance, calledpre-mutational alleles, can generate not only a normal
allele but also an abnormal one, which leads to HD phenotype,despite the low risk of
this event.

Among the studies on HDthat differential diagnosis for other similar diseases
was performed, the smallest number of CAG units associated with HD phenotype
was that of 37 repetitions inanEuropean descendant. The absence of HD clinical
symptoms has not been documented in any individual whose allele had more than 39
CAG repeats, yet.

The alleles with seven CCG units were found in 95% of the cases. This may
mean that those alleles had a genetic origin in Western Europe, where it is
believedthe founder effect of Huntington's disease has occurred.On the other hand,
alleles containing 10 CCG units may be caused by independent mutations with
recent genetic origins in other geographical regions. Usually the alleles possess
seven or ten CCG repeats, with the exception of the case, reported by PRAMANIK et
al., in which four CCG units were identified'®.

It is difficult to define the smallest size of expanded CAG repeats responsible
forth HD phenotype, since there are differences among individuals and populations.
Variability in clinical presentation of signs and symptoms of the disease often
requires caution for a definite diagnosis.

Therefore, for part of the clinical investigation, the following procedures must
betaken into account: differential diagnosis for atypical casesmust be done as well as
paternity testsfor confirming the origin of the alleles mainly of new cases in the family.
This review shows that intergenerational aspectsand genetic profiles of HDvary
conspicuously among the different regions of the world.
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Table 1: Showing the selected articles of this review about diverse genetic profiles
and intergenerational transmission of HD in different regions of word
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APENDICE D - Tabela com informacdes dos individuos portadores de alelos
anormais para DH analisados

2 2 M Materna 40 43 16 7 10
7 6 F Paterna 47 45 13 7 7
8 7 F Materna 38 39 15 7 7
9 8 F Materna 38 42 24 7 7
10 9 F Paterna 32 45 13 7 7
11 10 F Paterna 28 49 19 8 7
12 8 F Materna 43 40 15 7 10
14 11 F Paterna 38 43 13 7 7
15 11 F Paterna 43 43 13 7 7
16 12 F Paterna 53 41 13 10 7
18 11 F Paterna 42 41 17 7 10
19 13 F Paterna 22 58 20 7 7
20 1 M Paterna 32 42 22 7 7
21 14 F 1°caso 35 48 14 7 7
24 16 F Paterna 43 42 15 7 7
25 16 M Paterna 56 39 15 7 7
26 15 F Materna 44 40 17 7 7
27 15 M Materna 40 41 13 6 10
28 17 M Materna 0 27 14 7 7
30 15 F Materna 0 41 15 7 10
32 15 M Materna 0 41 12 7 10
33 15 F Materna 50 37 15 7 7
34 15 M Materna 48 41 16 6 7
35 16 F Paterna 0 41 15 6 7
36 15 F Materna 45 41 15 7 7
40 16 F Paterna 0 40 21 7 7
44 16 M Paterna 0 42 21 7 7
45 17 M Materna 0 51 18 7 9
47 17 M Materna 0 46 18 7 9
48 17 M Materna 0 27 16 7 7
49 15 M Materna 50 40 15 7 7
50 18 M Materna 55 38 15 7 7
51 17 M Materna 18 49 17 8 10
52 8 F Materna 40 42 26 7 7
53 19 M Paterna 25 46 15 7 7
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54 19 M Paterna 45 40 15 7 10
55 19 M Paterna 0 39 15 7 7
57 19 F Paterna 55 39 15 7 7
58 19 M Paterna 40 40 15 7 10
59 19 F Paterna 50 39 15 7 10
60 19 F Paterna 50 39 15 7 7
61 19 M Paterna 53 38 15 7 7
62 20 F Paterna 54 37 15 7 7
63 21 M Paterna 22 53 15 7 10
64 22 M Materna 48 40 25 7 7
65 23 M Paterna 32 45 22 7 7
66 5 F Materna 50 38 15 10 7
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APENDICE E - Resultados da anéalise de fragmentos por eletroforese capilar
(eletroferogramas) de cada paciente

Legenda: Pico azul cheio: picos alvos do estudo. Setas em vermelho: apontam o
pico principal.
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ANEXO A - Carta de colaboracao da Associagéo Brasil Huntington

Associacao
Brasil
Huntington

ABH,

1Tanos de vida

Atibaia, 22 de dezembro de 2008.

A
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO
Programa de Pés-Graduagcdo em Neurologia - Mestrado

A ABH - Associacdo Brasil Huntington, entidade de apoio as familias
portadoras da Doenca de Huntington(DH) no Brasil, foi procurada pela biomédica
Luciana de Andrade Agostinho, que relatou sua intencdo de desenvolver o projeto
de pesquisa “Investigacdo de mutacdes novas em pacientes suspeitos e
portadores de Doenca de Huntington, provenientes da cidade do Rio de
Janeiro e Grande Rio”".

Em nossa visao o objeto da pesquisa é de grande relevancia para as familias
brasileiras com DH que ndo tém, no servico publico, acesso ao diagndstico
molecular que €, sem duvida, uma ferramenta diagnostica muito importante.

Gostariamos, contudo, de salientar que os testes moleculares para a DH
trazem consigo diversos dilemas éticos, por isso consideramos de extrema
importancia que haja o “aconselhamento genético” com apoio psicossocial para as
familias participantes da pesquisa, e que os testes sejam norteados pelas diretrizes
éticas internacionais que foram tragadas por um comité formado por representantes
da International Huntington Association e da World Federation of Neurology. Bem
como as brasileiras, elaboradas pela Sociedade Brasileira de Genética Médica.

Caso o projeto venha a ser aprovado, a ABH se encarregara de encaminhar
correspondéncia da equipe de pesquisa, por e-mail e por correio convencional, para
as familias da regido de abrangéncia do projeto cadastradas na entidade
(atualmente 58 familias), convidando-as a participar do mesmo.

Esse projeto beneficiara inicialmente as familias cariocas mas, acreditamos,
podera se transformar em modelo a ser incorporado pelos servigos publicos através
do Servico Unico de Satde-SUS que recentemente aprovou a incluséo da Genética

Clinica em seus servicos.
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Atenciosamente

Walter Ribeiro da Silva
Presidente

R. Treze de Maio, 226 — Centro — Atibaia — SP — CEP 12940-720 — Tel: 11-4539-3110 — www.abh.org.br — abh@abh.org.br


mailto:abh@abh.org.br
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ANEXO B - Aprovacdo do Comité de ética e de pesquisa em seres humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
HOSPITAL UNIVERSITARIO GAFFREE E GUINLE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

MEMO CEP-HUGG /N 015 / 2009

Rio de Janeiro, 12 de feverciro de 2009

A
fima. Profe. Carmen Licia Antde Paiva
Pesquisadera Responsdvel

Conforme decisdio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio Gaffrée
¢ Giuinle, em reunifio realizada em 12 de fevereiro de 2009, o projeto de pesquisa "Investigacio
de mutacBes novas em pacientes suspeitos & portadores de Doenca de Huntingten,
provenientes da cidade do Rio de Janeiro e Grande Rio”, de nimero 032009 - CEP/HUGG, foi
analisado ¢ APROVADO, de scordo com a Resolugiio CNS o 19696,

Informamos que, de acordo com a Resoluglio CNS n” 196/96, cabe a0 pesquisador
apresentar ao CEP/HUGG os relatérios parciais (semestrais) ¢ final do projeto aprovado.

Prof. Dr. Pedro Eder Portari Filho
Coordenador do CEPFHUGG
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ANEXO C - Documento de colaborac¢éo do projeto da cidade de Ervélia - MG

XFAMINAS

FACULDADE DE MINAS

Parecer do Comité de Etica da FAMINAS - CEP-FAMINAS

Parecer: 038/2010

Titulo: Farmacoterapia e técnicas utilizadas no tratamento da Doenc¢a de Huntington e
o Impacto causado pelos mesmos na Adeséo do paciente ao tratamento.

O projeto encontra-se registrado no Comité de Etica em Pesquisa da FAMINAS
MURIAE, com o niumero 100331/0003.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da FAMINAS, para anélise
das propostas metodoldgicas para o desenvolvimento da pesquisa.

Apo6s andlise do artigo e suas metodologias e justificativas propostas o Comité de
Etica da FAMINAS, aprova o artigo para sua realizacdo enquanto projeto e os resultados
para publicacdo em forma de artigo.

A pesquisadora Luciana de Andrade Agostinho serd responsavel pelas analises

moleculares do projeto.

Muriaé, 10/04/2010
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