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Caracterizagio Molecular da Doenca de Hungtinton em uma amostra da populagdo Brasileira
TCL Sitva

A doenga de Huntington (HD) ¢ uma afecgio neurodegenerativa com padréo de
heranga autossdmica dominante caracterizada por deméncia e movimentos involuntarios. O
inicio dos sintomas ocoire em torno dos 40 e 50 anos de idade, progredindo ate a morte em
um periodo de cerca de 10 anos apos o inicio da doenga. A HD esta associada a expanséo
trinucleotidica CAG presente na pogio 5° do gene /775, Nos investigamos a repeticio CAG
no gene IT15 em 44 individuos brasileiros pertencentes a 34 familias ndo relacionadas.
Quarenta ¢ dois desses pacientes apresentavam deméncia ¢ ou movimentos involuntarios,
dois pacientes eram assintomaticos ¢ pertenciam a uma familia com um individuo afetado
também genotipado. A média da idade de inicio dos sintomas foi de 39 anos. Um alelo
CAG expandido foi encontrado em 32 individuos (76%) pertencentes a 25 familias nfio
relacionadas. Os alelos expandidos variaram de 43 a 73 unidades de repetigio CAG ¢ os
alelos normais apresentaram uma variagio de 18 a 26 unidades de repeticio CAG nesses
pacientes. Uma significativa correlagio negativa foi encontrada entre a idade de inicio dos
sintomas e o tamanho da expansfo trinucleotidica CAG (1=0,6; p=0,0001), no entanto, o
tamanho da repetigdo CAG expandida foi capaz de explicar somente 40% da variagdo
encontrada na idade de inicio da doenca (r*=0.4). Além disso, nos genotipamos wm total de
25 individuos pertencentes a uma grupo controle da populagio brasileira ( 50 alelos), sendo
que o alelo normal apresentou uma variagio de 16 a 33 unidades de repetigdo CAG. A
porcentagem de heterozigozidade do alelo normal na populaglio brasileira conirole foi de

88%. E importante notar que existe a possibilidade de superposi¢io entre o tamanho do
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Caracterizacéiio Molecular da Doenca de Hungtirion em uma amostra da populagdo Brasileira
TCL Sitva

alelo normal e expandido, os chamados alelos intermediérios. Na HD um dos fatores que

contribuem para o aparecimento dos alelos intermediarios ¢ a presenga do polimorfismo

(CCG),. Existem algumas evidéncias de que a freqiéncia desses alclos
polimorficos é dependente da origem étnica dos individuos **>*. Sendo assim para a
caracterizaclio da variago do alelo CCG polimorfico na populagio brasileira foram
também analisados 25 individuos pertencentes ao controle normal (total de 50 alelos), cujo
alelos variaram de 158pb a 185pb (média=167.7), demonstrando uma alta variabilidade
polimorfica.

Em conclusiio nossos resultados mostraram giue nem todos os pacientes com
fenotipo **HD”’ possuiam a expanszio CAG no gene /775, Como néo foi encontrado, em
nossa amostra, nenhum alelo de tamanho intermedidrio, n3o tivemos dificuldades para
realizar o diagnostico molecular. Com isse, verificamos que a confirmagiio molecular do
diagnéstico na HD deve ser realizada em todos 0s casos suspeitos a fim de proporcionar

subsidios para um aconselhamenio genético adequado.
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ILINTRODUCAO
]
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Caracterizagdo Molecular da Doenga de Hungtinton em uma amosira da populagdo Brasileira
1CL Silva

I.1.Historico

A Doenga de Huntington (HD ¢ uma afec¢do neurodegenerativa que possui padréo

de heranga autossdmica dominante.! A HD vem sendo relatada desde 1843, e no decorrer
desses 156 anos, recebeu varios nomes devido as regides ou épocas em que foi descrita.
Anteriormente a sua descrigio em 1872, por George Huntington, a doenga ja havia sido

descrita na América, Noruega, Inglaterra e Austratia, >

Charles O. Water em 1841, em uma correspondéncia enviada a Robert Dunglenson,
faz mengdo a uma enfermidade “marcadamente hereditaria, muito rara antes da vida adulta,
cujos distirbios de movimento desapareciam durante o sono, evoluindo de forma insidiosa
para um quadro demencial ¢ que persistia por toda a vida”. Essa enfermidade relatada por
Water desenvolvia-se 20 sul do estado de Nova lorque (EUA) e era popularmente
conhecida como “Magruns”. Tal relato foi publicado por Dunglison em 1843 na primeira

edigdo de seu livro “The Pratice of Medice™?

Na Franga em 1863, Dr. Irving W. Lyon, provavelmente descreve a doenga quando
em seus relatos faz mengfio a uma forma de coréia “Migrins” que ocorria em criangas,

apresentando historia familiar nas cinco dltimas geragdes.”
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Em 1868, na Noruega, duas formas de enfermidades foram descritas uma conhecida
como “Arveesyken” e outra “Rukkjuna”. A primeira se iniciava entre 50 ¢ 60 anos,

apresentando um curso progressivo e redugdo dos movimentos anormais durante o sono. A

segunda tinha tnicio por volta dos 30 anos, evoluindo para a morte ao longo de 10 a 20

a.l'l('_'DS.2

Em 1872 George Huntington descreve a doenga ,que leva seu nome, ao estudar uma
familia americana de ascendéncia inglesa, que apresentava uma patologia que incluia entre
outros sinais clinicos, deméncia progressiva ¢ movimentos coréicos. Assim em 15 de
fevereiro de 1872, Huntington apresenta um ensaio para a “Meigs and Mason Academy of
Medicine” em Middleport, Ohio, EUA, intitulado ”On Chorea” onde identificou e

descreveu a coréia hereditaria como entidade patolégica distinta. '~

L.2.Epidemiologia

A incidéncia da HD tem apresentado variagdes quanto a grupos éinicos, paises e
regides dentro de um mesmo continente. Estudos tem demonstrado uma menor incidéncia
entre negros, asiaticos e judeus, em comparagio com os brancos caucasianos. Essa vanagéo
na freqiiéncia geografica estaria relacionada com a origem étnica da populagiio em questio
¢ da origem da HD naquele pais. Estudos genealogicos tem indicado gue a HD tena se

originado na Europa com a migrag@o do noroeste europeu e se espalhado ao redor do
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mundo. Sendo assim uma baixa prevaléncia da doenga seria esperada nas populagBes que
ndo s#o de origem européia. 14

Os mais baixos indices de prevaléncia da HD foram descritos na China, JapZo,
Finlandia e entre negros Africanos e tém-se a impress#o que esses indices estio diminuindo

ano a ano (quadro abaixo).’

Pais Incidéncia (100.000 hab./ano)

China-1984 0.37
China-1991 0.25
Japdo-1957 0.38
Jap#do-1973 0.45
Japdo-1983 0.11

Extensivos estudos no sul da Africa revelaram que a doenga ¢ aproximadamente 40
vezes menos freqilente em africanos negroides do que em Sul Africanos caucasoides. Esses
valores sdo de 10 a 20 vezes menores que a fregiiéncia enconirada na maioria da populagio

européia cuja prevaléncia varia de 4 a 8 por 100,000 habitantes."

Na Europa as mais baixas taxas de prevaléncia sdo encontradas na Finléndia 0.5 ,
Espanha 1.4 e Bélgica 1,63. Uma prevaléncia elevada € registrada em Malta ¢ Noruega com

indices de 7.8 € 6,7 por 100.000 habitantes respectivamente‘!
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Nos Estados Unidos, o indice de prevaléncia apresenta-se uniforme pelo menos no
que diz respeito a populagdo branca com valores que variam de 3 a 5 individuos por
100.000 habitantes. Estudos revelaram que a doenga também mostrou ser menos fregiiente

entre negroides do que entre caucasoides americanos. Anlises posteriores realizadas por

Folstein et.al de forma mais detalbada revelaram que no estado de Marylandi a
prevaléncia em negroides era tio similar quanto em caucasoides. 167

Os maiores indices de prevaléncia da HD sdo encontrados no Norte da Succia, em

Moray Firth (Escdcia), na regifio do lago Maracaibo na Venezuela ¢ na Tasmania. "**

Pais Incidéncia (160.000 hab./ano)
Finléndia 0.5
Espanha 1.4
Bélgica 1.63
Malta 7.8
Noruega 6.7
EUA (caucasoide) 3-5

Na Nova Zeldndia e Australia um indice de prevaiéncia uniforme é observado.
Estudos realizados em Victéria em 1964 revelaram uma prevaléncia de 4,58 por 100.000
habitantes e em Quesldnd uma prevaléncia de 2,3 e 6,3 foi registrada nos anos de 1958 e

1973.' Os estudos de prevaléncia da HD no leste Asiatico e Africa s3o inconclusivos.'

Laboratorio de Genética Molecular — DGM - UNICAMP 3
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Na América do Sul a HD vem sendo descrita em guase todos os paises. Os
primeiros trabalhos datam de 1890 em Cuba e 1891 no Brasil. Paises como Peru e Chile,
bem comeo o Caribe, apresentaram uma prevaléncia elevada ,porém, é na Venezuela em
torno do Lago Maracaibo que se verifica o maior indice da HD, como ja descnto

anteriormente, ndo s6 em comparac¢io com a América Latina como em todo mundo.’

Indices de mortalidade da HD em diferentes paises tem revelado resultados
similares no Norte da Europa ¢ no EUA, variando de 1 a 2.25 mortes por milhio de
habitantes/ano. Os estudos epidemiologicos nos EUA, tem sido realizados de forma
regional no intuito de refletir com mais confianga o padréo de mortalidade, além de ajudar
no planejamento dos centros de saide e de pesquisa. Andlises detalhadas de mortalidade da
HD entre 1968 e 1974 nos EUA revelaram que os maiores indices de mortalidade sdo vistos
no Sul de Dakota (4,09 por milbZio de habitantes/ano) e Wyorming (2,49 por
habitantes/ano). O alto indice de mortalidade registrados nos estados da Califérnia, Oregon
¢ Washington refletem provavelmente um aumento da prevaléncia nessa parte do pais.
Qutros estados como Alasca, Havai, norie de Dakota, ndo se detectou qualquer ébito. Nos
estudos realizados nos EUA nenhuma diferenga quanto ao indice de mortalidade
comparada ao sexo do individuo tem sido apresentada. Resultados inexpresstvos quanto ao
indice de mortalidade foi registrado no Novo Meéxico com 0,38 por milhdo de

habitantes/ano.®
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1.3.Neuropatologia

A caracteristica neuropatologica da HD ¢ a atrofia do corpo estriado, porém outras
regides como o neocortex, globo palido, diencéfalo, tronco cerebral e a medula espinhal
também estdo envolvidos com niveis de comprometimento variaveis. Uma redugio entre
21% a 31% do peso cerebral é encontrado em pacientes com HD, processando-se de forma
difusa e assimétrica ’

Devido a alteragdio génica nota-se uma vulnerabilidade seietiva das células nervosas
e suas estruturas. As estruturas cerebrais onde o fendmeno atréfico é mais evidentes sfo o
niicleo caudado, putamem, globo palido e cortex cerebral. O niicleo caudado apresenta um
comprometimento mais grave na regido dorso medial da cabega e cauda, seguido de um

comprometimento posterior do globo palido e do putdmem.'*"

Microscopicamente na HD uma redugfo de pequenas células ganglionares
(goligitipo II) e fibras, com um aumento dos astrocitos fibrosos ¢ oligodendritos
constituem caracteristicas obrigatérias nos achados histopatologicos da doenga. Essa
redugdo de células neuronais e o aumento dos astrécitos e oligodendrocitos ocorre
primeiramente na porgiio dorsomedial da cabega e do nucleo caudado, avangando no
sentido ventro-lateral. Contudo ha um comprometimento menos intenso da porgio lateral

em relagio a porgdo medial. !
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L.4.Caracteristicas Clinicas

A HD ¢é caracterizada por distarbios de movimento, coréia, alteragdes de
personalidade, distirbios emocionais, e deméncia."'? Os movimentos involuntarios
aparecem usualmente no decorrer da doenga, sendo mais freqiientes em estagios avangados
da HD e tomando-se mais acentuado com a severidade da doenga. A rigidez € um sinal
inicial proeminente na HD juvenil e nos casos mais avangados. Uma minoria de pacientes
com inicio da doenga na idade adulta apresentam esse sinal como sendo o principal
sintoma. Bradicinesia e acinesia sd3o caracteristicas importantes e frequientes da HD. Néo
somente elas podem ser caracteristicas proeminenies tardias no curso da doenga, mas
também podem ser observadas no curso inicial da doenga até mesmo quando o sinal
neurolégico predominante ¢ coréia. Como regra geral, a deméncia evolui paralelamente
com o distarbio motor. Eventualmente ela pode surgir antes ou apds a coréia, em raros
casos pode ser leve ou faltar totalmente. O progresso da doenga € lento. Ocorre crescente
incapacidade devido aos movimentos involuntarios € as alteragdes mentais, que terminam

apés muitos anos com morte por infegdo intercorrente ou, nfio raramente por suicidio."**"

A idade de inicio da HD é varidvel, ocorrendo normalmente entre a terceira € a
quinta década de vida, levando o individuo a morte num periodo de 15 a 20 anos A
gravidade da doenca estd diretamente relacionada com a precocidade de instalagdo da
mesma. Desse modo, 0s casos juvenis principalmente aqueles de transmissdio paterna,

apresentam um progndstico mais grave P
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1.5.Aspectos Moleculares da Doenca de Huntington

1.5.1.0 gene IT15

No inicio da década de 80 através de estudos de ligagiio de RFLP (Restriction

Fragment Length Polimorphism), o gene da HD foi identificado no brago curto do

3 16,17

cromossomo 4, mais especificamente na regido 4pl6. (esquema abaixo). Este gene

possui 210 kb com 67 exons, cujo RNA mensageiro codifica uma proteina com 348 Kda

18,19

denominada huntingtin.

Cromossomo 4 Exon 67
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1.5.2.Mutacio do gene IT15

A mutagio responsavel pela doenga apresenta um segmento de poligiutamina
aumentado devido a presenca de uma repeti¢do trinucleotidica (CAG), expandida na por¢do
5" do gene 1T15 na regifio codificadora do mesmo'® (esquema anterior). Individuos normais
apresentam alelos que podem variar de 8 a 35 unidades de CAG, portanto polimorficos. Por
outro lado, individuos afetados possuem alelos com mais de 40 unidades CAG 821 Uma
relagio inversa entre a idade de inicio e o nimero de repeticdes € observada, sendo esta,
mais evidente em pacientes juvenis, principalmente quando a transmissdo da doenga se faz
via paterna.’*?® Entretanto, o valor do numero de repetigdes na determinagio do

prognostico e na idade de inicio da doenga, necessita ser methor estabelecido =

1.5.3.Mutacdes Dindmicas

A HD pertence a um grupo de doengas causadas por trinucleotideos que comegaram
a ser identificadas a partir de 1991 com a clonagem do gene responsavel pela Sindrome do
X-Fragil. Essas mutagdes sdio caracterizadas por diferentes tipos de seqiiéncias de
trinucleotideos que sdo instaveis durante a transmissdo génica. Essa nova classe de

mutagdes tem sido dividida em trés categorias de acordo com o tipo de trinucleotideo
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envolvido, sua localizagio estrutural no gene causador da doenga e seu possivel
mecanismo de agdio no processo patolégico. Sdo elas:1) a primeira categoria envolve as
grandes mutagbes de trinucleotideos (CCG),, muito instéveis, associadas a sitios frageis,
como na Sindrome do X-Fragil (FRAXA e FRAXE). 2) na segunda, temos as grandes
expansdes de trinucleotideos (CTG), localizados no terminal 3" da regifio ndo codificadora
do gene DMPK causando a Distrofia Miotdnica (DM). 3) a terceira, envolve as expansdes
moderadas de trinucleotideos (CAG), localizadas nas regides codificadoras dos genes
causadores de doengas neurodegenerativas. Mais recentemente, com 2 clonagem do gene
responsavel pela Ataxia de Friedreich (AF) uma quarta categoria de mutagdes dinamicas foi

descrita.

1.5.4.A influéncia do sitio polimérfico CCG na HD

A maioria das andlises que definiram o limite do tamanho do alelo normal e

expandido da repeticio CAG empregavam técnicas de PCR que incluiam uma repetigdo
CCG considerada invariante, presente no gene IT15, logo apds a repeticio CAG
polimérfica. Muitos desses experimentos revelaram uma sobreposi¢fo entre o alelo normal

e o alelo expandido.'®%
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Estudos posteriores revelaram que o tamarho da extensio CCG variava de 7 a 12
repetigdes na populagdo normal, sendo portanto, também polimérfico. Isso sugeriu que os
limites do tamanho do alelo normal e expandido deveriam ser reavaliados com analises que

excluiam a repetigiio CCG polimé'rﬁca.m’29

Assim esse polimorfismo intragénico na regiio do gene IT15 que contem duas
extensdes ricas em CCG & consideravelmente importante na confirmagéo do diagnostico,

principalmente nos casos onde o niimero de repetigdes variava entre 35 e 40 CAG, ™%

Com as analises populacionais ¢ familiais da mutagdio presente na HD, novos
estudos apresentaram uma série de métodos importantes e significativos para a
caracterizagio dessa mutacdio. Analises diretas passaram a ser realizadas com a utilizag8o

de Primers internos especificos tanto para a extensfio (CAG), quanto para (CCGY.?

I.5.5.Variacio da seqiiéncia CAG em diferentes

populagdes

De forma geral a expans3o CAG presente no gene IT15 tem no minimo 17 alelos

diferentes, podendo variar entre a populagio normal de 11 a 34 CAG;.

Estudos realizados na populagio alemd demonstraram uma freqiéncia de
heterozigozidade de 87% com 18 alelos que variavarn de 11 a 37 trinucleotideos. Entre os
alelos expandidos a variagio foi de 42 a 66 CAG,. Desse total 29% dos alelos expandidos

encontravam-se entre 37 e 41 trinucleotideos, 59% entre 42 e 47 CAG,. Apenas 12% das
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expansbes apresentaram alelos acima de 48 CAG;, o que difere de outras populagdes onde

o percentual chega a 59%.”

As maiores prevaléncia encontradas em familias escocesas foram de 16 CAG; para
os alelos normais ¢ 41 CAG, para os alelos expandidos. Os alelos normais apresentaram
uma variagio de 8 a 33 CAG, ¢ os expandidos de 35 a 62 CAG, Apesar de nenhuma
sobreposigio ter sido encontrada nessa populagio, verificou-se nesse estudo a presenga de

um individuo clinicamente afetado para HD portande dois alelos normais. 3

A populagio chinesa apresenta uma variagio muito estreita se comparada a
populagio Americana ¢ Européia. A distribuiglio da expansiio CAG encontrada nessa
populagio aproxima-se da populagdo Japonesa ¢ Africana. Os alelos expandidos
apresentaram uma variagio de 40 a 45 CAG, em 65,7 % dos casos ¢ alelos acima de 50
CAG; em apenas 17,1 %. Os alelos normais apresentaram uma freqiiéncia em torno de 17

CAG, Nenhuma sobreposi¢io de alelos foi encontrada na populagio chinesa.”

I.5.6.Variacdo da idade de inicio

ey

Um fato relevante na andlise da idade de inicio seria a imprecisio em se detectar a mesma o

que dificulta a sua correlagio com o tamanho da expansio CAG.*
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A variabilidade da idade de inicio na HD tem sido atribuida a heterogeneidade
mutacional bem como a influéncia genes modificadores”* De forma geral, estudos

revelam que a extensdo da seqiiéncia CAG ¢ responsavel por apenas 50% da variagdo na

idade de inicio. Na forma juvenil quando analisada separadamente o tamanho da segii€ncia
CAG passa a ser responsivel por 73% na variagio da idade de inicio da doenca. Sendo
assim 2 associaglio entre a idade de infcio e o tamanho da expans#o parece ser rejevante

para doentes cujos sintomas tiveram inicio antes dos 25 anos.”

A contribuicdo da seqiiéncia CAG na determinacio da idade de inicio, sera téo
menor, quanto menor for o tamanho da seqiéneia. Assim a relagéio entre o tamanho da
repeticio CAG e a idade de inicio, pode ser vista em 20% dos casos quando o tamanho da

seqiiéncia for menor ou igual a 52 repetigdes.”’

Nos casos de inicio tardio cujo aparecimento dos sintomas ocorre por volta dos 50
anos de idade, com uma freqiiéncia que gira em torno de 10 a 25% dos casos, apenas 7% da

variagio da idade de inicio esta relacionada com a expansio CAG.*

Sendo assim, outros fatores, que ndo o tamanho da seqiéncia CAG, podem estar
envolvidos na determinagio da idade de inicio, principalmente para aqueles individuos

cujo aparecimento dos sintomas ocorre apds os S0 anos de idade.””

Vale aqui ressaitar que o tamanho da expansfio CAG apesar de apresentar uma certa
correlagio com a idade de inicio, 0 mesmo ndo pode ser dito quanto ao tipo de sintoma

apresentado no inicio da doenga, nem quanto a progressdo da mesma.
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1.5.7.Antecipacio

A antecipago ¢é definida como um fendmeno em que a severidade de uma doenga
hereditaria é aumentada em sucessivas geragdes de uma familia afetada. A antecipagio vem
sendo observada em doengas neuropsiquiatricas desde o século 19, no entanto o primeiro
estudo abrangendo fenémeno de antecibacﬁo foi realizado em 1911 por Mott.*’ O primeiro
artigo sobre antecipagdo foi publicado em 1919 sobre DM.*! Em 1948 Penrose defendeu a
hipétese de que a antecipagio descrita na DM era apenas um artefato estatistico.*? Penrose
argumentou que a antecipagdo aparente na DM veio puramente de um resuitado de diversas
dados claramente induzidos. Durante 40 anos a antecipagio foi desconsiderada.’? Somente
apds a descoberta do gene da DM em 1992 ¢ que a antecipagdo voltou a ser discutida ¢

revista.*

1.5.7.1.Bases Moleculares da antecipac¢io e instabilidade

meiotica

A antecipagio esta associada com a amplificagio progressiva da repetigio

trinucieotidica especifica de cada doenga € a origem do gene.
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O mecanismo bioldgico do fendémeno de antecipagio na HD ¢ desconhecido.
Estudos quantitativos tem confirmado que tanto a antecipagio quanto a diferenca na origem
do gene sdo mediados principalmente pelo nimero de repetigdes trinucleotidicas CAG.
Duas hipoteses sugerem a explicagfo para a antecipagdo na HD: 1) inversa correlagéo entre
idade de inicio e niimero de repetigdes CAG e 2) instabilidade meidtica das repetigbes CAG

expandidas com tendéncia para futuras expansdes.

A antecipacdo foi descrita tanto na Sindrome do X-fragil quanto na DM (Distrofia
Miotdnica), bem como na HD entre outras.” Na Sindrome do X-fragil ¢ na DM o tamanho
da amplificagiio estd associado com o fenétipo, enquanto que na HD a idade de inicio da

doenca esté relacionado com o némero de repetigdes CAG.'

Nessas doengas as expansdes trinucleotidicas podem exibir notavel variagio tanto
dentro das células de um mesmo individuo guanto entre membros de uma mesma familia.
Nas doengas de repetigio trinucleotidica, como a Sindrome do X-fragil ¢ a DM, onde o
tamanho da repetigio ¢ muito maior que na HD, ha considerdvel evidénciade  que a
instabilidade gendtica afeta tanto células somaticas quanto células germinativas. A extensdo
vista na repeticio HD € muito menor que nessas outras doenga, ndo sendo surpreendente

que a instabitidade somatica na HD parega ser menos significativa.**

O risco de uma prole afetada nessas doencas pode depender do sexo do transmissor
(genitor). Na HD a expansio do alelo associado com o deeréscimo da idade de inicio ocorre
preferencialmente durante a transmissdo paterna enquanto que na Sindrome do X-fragil e
na DM o aumento da amplificagio ¢ predominantemente resuliante de eventos meidticos

maternos. ¥ A instabilidade meidtica da repetigiio durante a espermatogénese sugere ser a
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principal causa da antecipagio masculina e da transmissao paterna nos casos de HD juvenil,
antes da subsequente instabilidade somdtica durante o desenvolvimento embrionario. O
principal achado desses estudos € que a média do numero de repeti¢bes encontradas em
analises “espermaticas” € muito maior que aquela encontrada no sangue dos mesmos

* - r 6
individuos.’

1.5.8.Genes modificadores

Com a recente descoberta do gene e da mutagdio envolvida na HD, varios estudos
vem sendo realizados quanto a probabilidade de outros locus génicos desempenharem um

importante papel na expressio e patogenese da doenga.

A primeira tentativa sistematica para andlise de dados na variagio quantitativa na
HD foi realizada por Bell (1934), esse estudo foi a base ndo somente de uma correta
distribuigio da idade de inicio e morte, mas de andlises detalhadas de variancia.” Bell
calculou coeficientes de correlagio da idade de inicio de pares irmdo-irmdo ¢ pares pai-
filho com HD, e obteve valores de 10,465 ¢ r=0,593, respectivamente. Observou-se
também, que as diferengas na idade de inicio em uma mesma geneatogia foi quase tio
grande como aquela entre familias diferentes.*® A interpretagiio de Haldene sobre esses
dados de Bell foi que se o mesmo gene principal era responsavel por todos os casos de HD,
haveriam mais genes modificadores que explicariam as diferengas na idade de inicio da

doenga.”’
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Haldene, em 1941 sugeriu que 2 heterogeneidade clinica entre individuos de
diferentes familias poderia ser devido a varios fatores: 1) locus heterogéneos, com
diferentes genes causando a doenca em diferentes familias, mas sem nenhuma variabilidade
entre as familias; 2) genes modificadores, que ndo seriam suficientes para causar a doenca
mas poderiam modificar o fenétipo da doenga em diferentes familias, ou em individuos de
uma mesma familia; 3) fatores ambientais que afetariam a expressdo do gene principal

causando a doenga.”’

Farter et al., desenvolvendo a sugestio prévia de French (1980), propds que genes
normais envelhecidos afetando a degeneragio normal no ganglio basal podena estar
envolvido, e que esses seriam provavelmente néo alelos a HD porque, se fossem, eles

poderiam nfio ser compartilhados pelo irmfos discordantes da D ®

Assim bem antes do reconhecimento da mutaciio HD, j4 era claro que nem
toda variagio genética na HD poderia ser atribuida somente ao locus HD. Estudos de
correlagio entre o tamanho da repetigdo CAG, idade de inicio da HD e outras
caracteristicas fenotipicas tem confirmado isso, embora a repetigio CAG seja responsavel
pela maioria dos casos de origem paternas diferentes e de antecipagfo vista na transmissdo
paterna, ela tem sido estimada na confirmaciio de apenas metade dos casos de toda vanagio

de idade de inicio, e nos casos de inicio tardio de apenas 7%.***!

Seguindo a sugestio de que genes normais envelhecidos podem estar envolvidos na
HD, o mesmo grupo iniciou um estudo de individuos de risco para HD para apalisar a
variagio de uma séne de testes psicolégicos relevantes para o envelhecimento. Varios

desses dados mostraram correlagio com idade de inicio dos parentes afetados.”” Como

Laboratério de Genética Molecular — DGM - UNICAMP 21



Caracterizagdo Molecular da Doenga de Hungtinion em uma amostra da populagiio Brasileira
7CL Silva

genes especificos envolvidos no processo de envelhecimento ¢ outras fungdes principais do

sistema nervoso central sdo identificados, seria também possivel testar se esses estdo

. . . - }
significativamente envolvidos na HD.

1.6.Aspectos Bioquimicos

O gene da HD se expressa em uma grande variedade de células. A huntingtin esta
presente em todas as estruturas do cérebro e tecidos da periferia. No cérebro, a expressdo da

1*2. Até o momenio, a fungdo do gene, bem como

huntingtin ¢ predominantemente neurona
seu defeito bioquimico, ainda permanecem desconhecidos “7 ndio se concluindo ainda, se a
proteina mutante provoca a doenga por ganho ou perda de fungio. Em experimentos onde a
inativac@io dos genes normais em modelos animais, os heterozigotos eram fenotipicamente
normais € ndo apresentavam as alteragbes neuropatologicas do HD adulto, enquanto o0s
homozigotos apresentavam uma gastrulagio anormal entre 0 7° ¢ 0 8° dia da embriogénese
e eram absorvidos entre 0 8° ¢ o 9° dia. Estes estudos levam a concluir que a proteina
huntingtin é de fundamental imporidncia no desenvolvimento embrionério antes mesmo do

aparecimento do sistema nervoso. ¥

A expansio (CAG) no gene IT15 ndo altera o processo de transcrigdo e tradugio do

gene na HD, portanio, a produgiio da proteina huntingtin é normal.
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Com estudos envolvendo anticorpos (Acs) monoclonais especificos a 4 regides distintas da
proteina , verificou-se que a expressio do gene ocorre em todos os tecidos porém, sua

expressdo mais evidente € no cérebro € nos testicules.”

A nivel cerebral ,de acordo com a regifio analisada, verificou-se diferengas quanto
aos indices de expressdo génica da huntingtin embora estatisticamente ndo significativos.
Esses achados niio podem ser sobrepostos ao padriio neuropatologico da HD, onde no corpo
estriado a expressdo da huntingtin ndo ¢ maior que a observada em outras regides cerebrais
normais. A expressdo do RNA mensageiro do gene IT15 ¢ observada praticamente em
todos os neurdnios estriais, e tanto os grandes interneurdnios colinérgicos como 0s

interneurdnios médios apresentam padrdo de expressio equivalente. '

Fm contra partida estudos realizados por um grupo Suigo, envolvendo anticorpos
ligados a regifio NH2-terminal da proteina huntingtin foram testadas quanto ao acamulo
seletivo da mesma em neurdnios que se degeneram. Embora haja a formacfo das inclustes
intracelutares (IINs), a proteina encontra-se presente no conjunto protéico total mas nfio na
fragio nuclear >

Na verdade oque ocorre € que fragmentos da proteina huntingtin, migra para o

niicleo contribuindo para a formagaio dos TINs. >
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L7. Aspectos Kticos

Com os recentes avangos da Genética Molecular, tem se¢ tornado possivel a
realizagdo de testes genéticos que podem ser utilizados para confirmar o diagnostico clinico
da HD através da presenga da expansio CAG no gene IT15. E a primeira vez na ciéncia
médica que nos vemos diante de testes altamente sensiveis € especificos para o diagnéstico
de doengas genéticas de inicio tardio. Ndo se pode negar o acesso de individuos
sintométicos ou a risco a essa tecnologia, porém muita cautela deve ser tomada durante o
processo de aconsethamento genético desses individuos, ja que fatores emocionais mutto

complexos estio envolvidos, 185

Uma vez confirmado a hipotese diagnostica de HD através da andlise molecular, o
resultado recai sobre toda familia, uma vez que ha 50% de probabilidade dos descendentes

desenvolverem a doenga.

Até o momento nfio existe nenhuma medida terapéutica que possa evitar o
aparecimento dos sintomas ou retardar a evolugio dessa doenga. Por essa razio tem sido
enfatizado pela comunidade médica e cientifica mundial a necessidade de se compor um
conjunto estruturado e apropriado de medidas que promovam um suporte ¢ wna preparagao

adequada para os interessados em se submeterem ao teste preditivo da HD.

Algumas recomendagdes basicas para a utilizagio do teste preditivo da HD foram

descritos por um comité composto por representantes da INTERNATIONAL
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HUNTINGTON ASSOCIATION (THA) e da WORLD FEDERATION OF NEUROLOGY
(WFN). Entre as recomendagdes para a realizagio do teste para a detecgdo precoce da HD o
qual envolve aspectos de aconselhamento pré e pos teste, podemos citar: 1) procura
espontinea, 2) privacidade das informagdes, 3) aplicaciio do teste somente em individuos
que j4 alcangaram a maioridade, 4) fornecimento de informagiio com avaliagio psicossocial

pré e pos teste com acompanhamento e 5) privacidade das informagdes entre outros.”!

E importante salientar que ainda ndo existe nenhum estudo sobre esses aspectos na
populagio brasileira e que fatores socio-culturais sio relevantes para uwma melhor
adequagio do protocolo as necessidades dos usudrios locais, como demonstrado por
diferencas entre padres de utilizagdo, motivagdes ¢ respostas entre usudrios da América do

Norte e ]:“,uro:)pa.62

Ampliar 0 conhecimento sobre as possiveis implicagdes do teste preditivo para o
individuo em risco ¢ seus familiares, € fator importante para que a sua utilizago seja cada

vez mais apropriada.

Para assegurar que toda a2 manipulacio da informacdo clinica ¢ molecular seja
confidencial, questionarios clinicos e amostras de sangue de DNA sdo aqui identificados
por um codigo comum fornecido no ingresso do individuo na pesquisa. A chave de
identificagdo entre o nome do individuo, seu dossié clinico e amostra de DNA serd
conhecido pelo clinico responsdvel pelo atendimento direto do paciente e pelo conselheiro
genético responsavel. InformagBes geradas nesse projeto que possam ter implicagOes na
confirmagdo diagnostica de individuos j& sintomdticos, foram comunicadas aos

profissionais responsaveis pelo tratamento direto dos pacientes.
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II-OBJETIVOS
R
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1 - Caracterizagdo molecular da expansdo (CAG), nos individuos portadores da HD,

previamente diagnosticados clinicamente.
2 — Comparagdio entre o diagnostico clinico ¢ molecular.
3 - Correlagiio entre caracteristicas fenotipicas e genotipicas na HD.

4 - Anilise da distribuicio da repeticio (CAG), presente no gene ITI5 em 50 alelos

pertencentes a populacio normal.

5 - Anilise da distribuigfio do polimorfismo (CCQG), intragénico em 50 alelos pertencentes

a populacdo normal,
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II-CASUISTICA E METODOS
R
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1H1.1. Casuistica:

A casuistica foi composta por 44 individuos pertencentes a 34 familias ndo
relacionadas, enviados pelo ambulatério com suspeita clinica para HD com ou sem historia
familiar da doen¢a. Quarenta ¢ dois desses pacientes apresentavam deméncia ¢ ou
movimentos involuntirios, dois desses pacientes eram assintomaticos € pertenciam a uma
familia com um individuo afetado também genotipado. Desses 44 individuos analisados, 28
eram do sexo feminino (63,5%) ¢ 16 do sexo masculino (36,5%). Todos possuiam padrio
de heranga autossOmica dominante, exce¢lo de 8 pacientes que pertenciam a casos
isolados(apéndice 03). A identificaclio desses pacientes fo1 realizada no Ambulatério de
Neurogenética {¢c0d. 26.066) do Hospital das Clinicas da Unicamp, em funcionamento
desde agosto de 1997 sob a supervis@o da Dr.” Iscia T.Lopes Cendes. Para a realizagio
desse projeto contamos também com a colaborago de outros centros de referéncia no pais.
Além da historia familiar e informagdes para construgio do heredograma, foi colhido do
paciente, quando este o consentiu (apéndice 01), 20m! de sangue através de pungio
endovenosa . Amosiras de individuos assintomaticos ndo foram colhidos para a realizagio

desse projeto.

Para analise da vartacdo do sitio polimorfico CAG e CCG na populagdo brasileira

normal, foram estudados 50 alelos pertencentes a 25 individuos ndo relacionados.
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111.2. Metodologia

I11.2.1-Extraciio de DNA

Vinte a 30 ml de sangue venoso foram cothidos de cada individuo recrutado para o
estudo. As amosiras foram centrifugadas a 1900 rpm por 10 mimsos € a porgdo
intermediéria onde estavam localizados os leucocitos, foi transferida para um tubo de fundo
conico de polipropileno. Em seguida, foram adicionadas as solugSes de RSB 1x ( Tms
0,01M, KCL 0,1M, MgCl, 0,01M) até completar o volume de 11ml ¢ 60ul de Nonidet. A
solucdio foi entlio centrifugada 4 2500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descariado.
Trés ml de solugiio SDS a 10%, 500 ul de RSB 1X ¢ 60ul de proteinase K( 100 mg/ ml )
foram adicionados a amostra, e esta incubada a 37°C por 24 h. Apoés a incubago foi
acrescentado trés mi de fenol, seguido de centrifugagdo 4 2500 rpm por 10 minutos ¢
descarte da parte organica da solug@o. Esse processo foi repetido com 1,5mi de fenol e
1,5ml de uma solugdo de 4lcool isoamilico e cloroférmio (24:1), seguido de 3ml de uma
solucfio de &lcool isoamilico e cloroférmio (24:1). O DNA gendmico foi entio precipitado
com 6ml de etanol absoluto.®’ Este protocolo utilizado em nosso laboratério, aiém de

fornecer bons resultados, proporciona uma maior concentragéo de DNA com baixo custo.
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I11.2.2- Andlise de DNA

Os frapmentos de DNA contendo a repeti¢do (CAG), € (CCG),, foram obtidos pela
amplificaciio in vitro através da PCR (" Polymerase Chain Reaction ™). Essa técnica basela-
se na amplificagio enzimitica de um fragmento de DNA que € flanqueado por dois
iniciadores ou Primers (oligonucleotideos curtos), que se hibridizam com os filamentos
opostos da seqiiéncia alvo e desencadeiam a sintese da fita de DNA complementar pela
enzima Tag DNA polimerase. Ciclos repetidos de desnaturagfio pelo calor, hibridizagio dos
primers e sintese enzimitica de DNA resultaram na amptlificagfo exponencial da seqiiéncia
de DNA alvo. A reagfio da PCR foi composta por 100ng de DNA, tamp&o Armersham 1X,
1,6 mM de cada dNTP { dATP, dCTP, dGTP, dATTP ), 4 pmot! de cada primer, 1uCi de oP*
dCTP (3000 Ci/mmoi, Armesham), 5% de DMSO, 0,2 U Perfect Match (Stratagene) ¢ 0,5
U tag DNA polimerase (Armersham) 6 Essas amostras foram submetidas a condigdes
ideais de temperatura para o conjunto de Primers utilizado nesse trabalho. Os produtos da
PCR foram entio submetidos a eletroforese em géis de sequenciamento por
aproximadamente 4 horas. A leitura dos alelos foi feita por auto-radiografia apds 3 dias de
exposicdo a filmes de raio X, a temperatura ambiente.

Para investigagdo molecular dos alelos HD quanto ao nimero de repetigdes
trinucleotidicas (CAG), as amostras de 44 individuos foram submetidas a analise indircta
(tabela O1e 02) que incluia o sitio polimérfico CCG(Foto 1) ¢ anslise direta (tabela 03 e
04) com apenas © seguimento que contém a repetigho trinucleotidica CAG (Foio
2).3%%Uma investigagio da variagio e da distribuigdo do alelo normal para a repetigdo

trinucleotidica CAG e CCG na populaciio brasileira normal foi aqui estudada analisando-se
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apenas a seqiéncia direta de cada um desses sitios polimorficos no total de 50 alelos

investigados.

Tabela 01 - Primers para anilise da repetigio (CAG) na HD incluindo o sitio

polimorfico {CCG), (analise indireta do CAG).

aners | .Z _:__:531 seqﬁéncm '

Hutdsonss) |5 ATG GCG ACC CTG GAA AGC TGATGAA 3

Hu3 autisense) 5'GGC GGC TGA AGG AAGCTGAGGA Y

Tabela 02 - Condi¢des da PCR para andlise do { CAG), mdireto.

N.° de ciclos Desnammpﬁo AMW ento Eﬂeﬂsﬁo o

5 i 94°C' EET . 50°C B o
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Tabela 03 - Primers para analise da repetigio (CAG), na HD excluindo o sitio polimérfico

(CCG), (andlise direta do CAG).

HDT g ST(ATG AAG GCC TTC GAG TCC CTC AAG TCC TTC)

HD3 (ansisense 5'(GGC GGT GGC GGC TGT TGC TGC TGC TGC TGC)

Tabela 04 - Condigdes da PCR para anélise do (CAG),.

T Temperstura. .

N.* de ciclos “Desnamracie | Anelamento | Extensio.

7 9500 ol ; .70.0(:._ - 700C

Analise do sitio polimérfico CCG fora utilizados os primers HD4F ¢ HD5R (Foto 3), onde
sua seqiiéncia ¢ as condigBes da PCR sfo citados nas tabelas 05 ¢ 06 respectivamente. O
tamanho do aleto normal e expandido, bem como o tamanho da variagio CAG e CCG

polimérficos na populagio normal foi determinado por comparagio com fragmentos de
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DNA de tamanhos conhecidos que serio submetidos a eletroforese paralelamente aos

produtos da PCR.

Tabela 05 - Primers para repetigiio (CCG), no alelo da HD.

Primers | . Seguéncie

HAD4F ey | 5(GCA GCA GCA GCA GCA ACA GCC GCC ACC GCC) 3

HDS5R (sense) S(CTT TCT TTG GTC GGT GCA GCG GCT CCT CAG) 3

Tabela 06 - Condigdes da PCR para andlise do sitio polimérfico intragénico (CCG),.

. Temperstura - . .

Nedecicos | Desnaturaio |  Anclamento | Eiensio
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FOTO 1-

VISUALIZACAO DA

REPETICAO CAG EM

PACIENTES HD PELO METODO INDIRETO.

-

..E!

alelos
expandidos

alelos
normais
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FOTO 2- VISUALIZACAO DA REPETICAO CAG EM
PACIENTES HD PELO METODO DIRETO.,
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FOTO 3- VISUALIZACAO DA REPETICAO CAG EM
INDIVIDUOS NORMAIS PELO METODO DIRETO.
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IV- Resultados
]
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Tanto na analise direta quanto na analise indireta da repetigiio CAG no total de 44
individuos analisados 32 (75%) apresentaram o alelo expandido CAG no gene IT15
enquanto 12 (25%) desses individuos foram negativos para HD apresentando apenas alelos

de tamanhos normais para repetigio CAG (Tabela 07 ).

Tabela 07: Resumo dos resultados obtidos.

CASO  FAMILIA CAGuires TRASMISSAO  SEXO INICIO

01 HD1 21/44 20/52 PATERNA M 38
02 HD1 21/46 19/49 P M 40
03 HD2 16/55 19733 P F 26
04 HD3 23/46 22/47 P M 40
05 HD3 23/45 23/48 P M 26
06 HD4 26/69 22/72 MATERNA F 12
a7 HDS 19/41 22/43 M M 58
08 HD6 21/50 26/52 M F 26
09 HD7 16/50 22/47 M F 37
10 HD3 15/45 18/48 M F 32
11 HD10 21/45 21/45 CASO ISOLADO M 22
12 HD11 24/50 26/54 Cl F 20
13 HD12 24/45 20/45 P M 25
14 HD13 21/50 20/52 M F 29
15 HDi14 25/46 26/46 P M 38
16 HDi4 25/46 26/50 P M 39
17 HD20 18/51 26/53 P M 32
18 HD22 18/50 20/54 M M 30
19 AD24 26/47 25/50 P F 53
20 HD24 19/47 25/49 P F 34
21 HD25 28/40 20/43 Cl F 54
22 HD26 18/43 25126 P F 53
23 HD26 21/43 25/46 M F A
24 HD26 17/43 26/49 M F A
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25 HD27 18/44 20/52 P M 42
26 HD28 20/42 19/30 P F 50
27 HD29 18/46 20/53 P F 40
28 HD29 18/46 20/54 P M 14
29 HD30 22/52 25/58 M F 34
30 HD31 18/51 20/58 p M 25
31 HD33 18/69 20073 P F 16
32 HD34 18/46 20/46 M F 32
P = Paterna
M = Materna

C1=Csaso Isolado

Quanto a analise indireta da repetigdo (CAG), entre os pacientes HD analisados os
alelos normais apresentaram uma variagio de 15 a 28 repetigies (média= 20 repeticQes
CAG) e o expandido de 41 a 69 repetigbes (média= 48 CAG,). Os alelos mais fregiientes
foram os com 18 repetigdes (28%) entre os normais e 46 repetigdes (22%) entre os

expandidos. (figuras 01).

Pela andlise direta da repetigdio (CAG), nos 32 pacientes HD investigados os alelos
normais variaram de 18 a 26 repetigdes CAG (média=22 CAG;) enquanio o alelo
expandido variou de 43 a 73 repeti¢Bes (média=51.6 CAG,). O alelo normal mais freqiiente
foi de 20 repetighes, presente em 34% dos casos. Os alelos de 46 e 52 repetigdes foram os

mais freqiientes entre os expandidos presentes em 12% dos casos. (figuras02).
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Nenhuma diferenga significativa existiu entre o tamanho do alelo expandido de
pacientes HD do sexo masculino (média=49.7) e pacientes HD do sexo feminino

{média=52.3); p=0,7.(figuras 03 e 04)

FREQUENCIA
%  35-

-

i 0
21 22

19 20

N°de CAG

Figura 01. Distribui¢do da repetigio trinucleotidica (CAG), em alelos
normais de pacientes HD.
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Figura 02. Distribuiciio da repeticfio trinucleotidica (CAG), expandida em pacientes HD.
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Figura 03. Distribui¢iio da repeti¢io trinucleotidica (CAG), em pacientes (HD) do sexo
masculino.
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FREQUENCIA
%
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N?de CAG

Figura 04. Distribuicio da repeticio trinucleotidica (CAG), expandida em pacientes (HD)
do sexo feminino.

Heranga autossdmica dominantc pode ser documentada em todos os pacientes
exceto em 3 casos que ndo tinham histéria familiar da doenga. A transmiss3o paterna da
doenga foi registrada em 18 pacientes e a materna em 11 pacientes.(figura 05) Nio houve
nenhuma diferenga significativa no tamanho da repetigdo trinucleotidica (CAG), entre
pacientes com transmiss@o paterna (média=51,6 CAG,) e transmissio materna

(média=51.5CA,);, p=1.00.(figura 06 e 07).

Dos 32 individuos analisados nesse estudo 30 apresentaram idade de inicio variando
de 12 a 58 anos ( média=34), sendo que dois desses individuos eram assintomaticos. As
idades mais freqiientes registradas foram as de 26 e 40 anos presentes em 10% dos casos (

Figura 08). Uma inversa correlago entre o tamanho do alelo expandido e a idade de inicio
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da doenga é mostrado na figura 09. Um coeficiente de correlagio de -0.6 foi obtido

(r*=0.4; p=0.0001), assumindo uma correlagio linear entre a idade de inicio e tamanho da

& transmissiao paterna
B transmissio materna
caso isolado

9%

31%

Figura 05. Fregiéncia da distribuicdo dos pacientes HD quanto ao tipo de transmiss&o

materna ou paterna

FREQUENCIA 16
%%

45 46 47 48 49 50 52 53 54

: : i
s . .

55 58 73
N°de CAG

Figura 06: Distribui¢do da repeticio trinucleotidica (CAG), expandida em pacientes HD

com transmissdo paterna.
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%
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Figura 07: Distribuicdo da repetigiio trinucleotidica (CAG), expandida em pacientes HD)
com transmissdo matemna.
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Figura 08. Distnbuigiio da freqiiéncia da idade de inicio dos pacientes HD
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repeticio nos cromossomos HD. Isso indica uma tendéncia para idade de inicio decrescer
com ¢ aumento do tamanho da repetigio (CAG), Nenhuma correlagdo significativa foi

encontrada entre o alelo CAG normal dos pacientes ¢ a idade de inicio da doenga (1=0.09,

*=0.008, p=0.6) (figura 09).

Em 25 individuos do grupo controle (total de 50 alelos) para analise direta da
repetigdo trinucleotidica (CAG), foi encontrada uma variagio de 16 a 33 repeticdes
(média=20.9 CAG;), sendo os alelos mais frequentes aqgueles com 18 e 20 repeticdes
presentes em 18% dos casos; uma heterozigozidade de 88% para a repetigio CAG foi

registrada nesse grupo. (Figura 10)

Quanto a andlise da variagdo do sitio polimérfico intragénico (CCG), no grupo
controle da populagdo brasileira, foi registrada em 25 individuos analisados (total de S0
alelos) uma variagio de 158pb a 185pb (média=167.7). O alelo mais freqiiente de 164pb
apresentou uma porcentagem de 33%. Com relaglo a freq@éncia de heterozigozidade da
repetiglo trinucleotidica (CCG), na em nossa popula¢lio essa esteve presente em 72% do

total de individuos analisados.(Figura 11)
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Figura 09: Correlagfio entre idade de inicio e nimero de repetigbes CAG. A) Correlagio do
tamanho da repeticdo CAG em 32 pacientes HD com a idade de inicio dos sintomas {Pearson
correlation coefficient (r) =- 0.6; r* = 0.4; p=0,0001 ). B} Auséncia de correlagio entre a iadade
de inicio € o tamanho da repeti¢io CAG nos cromossomos normais (r=0.09; = 0.008;

p=0.6).
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N° de cag

Figura 10. Distribui¢io da repetigdo trinucleotidica (CAG), em uma amostra da populagiio
brasileira normal.
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Figura 11. Distribui¢io da repetigfio trinucleotidica (CCG), em uma amostra da populagio brasileira normal
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V - Discussdo
|

Laboratorio de Genética Molecular - DGM - UNICAMP 49



Caracterizacio Molecular da Doenga de Hungtinton em uma amostra da populacdo Brasileira
TCL Sitva

Com a clonagem do gene IT15 em 1993 e a caracterizagdo da mutagdo pela
expansio do trinucleotideo (CAG), responsavel pela HD, o diagnéstico molecular da

doenga tornou-se possivel tanto em grandes familias como em um tmico individuo afetado.

E interessante notar que alguns tipos da mutag8o instavel tm sido encontrada em
outras doengas degenerativas e que a fungio da maioria dos genes envolvidos nessa doenga
ainda permanecem desconhecidos. Embora, recentes evidéncias em estudos de proteinas ¢
modelos animais transgénicos sugerem uma toxicidade devido ao ganho de fungdo por

proteinas contendo um segmento de glutamina expandido.

Este ¢ o primeiro estudo reportando a analise molecular da HD em pacientes na
populagdo brasileira. Andlises da repetigio (CAG), no gente IT15 em familias brasileiras
confirmam a presenga da expansdo CAG em 76% dos pacientes com diagnéstico clinico
para HD. Evidenciando que em 24% dos casos, apesar de haver uma suspeita clinica de
Hungtinton, o diagnéstico molecular descartou essa hipotese diagnostica. Com isso o
diagnéstico molecular demonstrou ser uma importante ferramenta para o diagnostico de

certeza da HD.

O tamanho dos alelos normais ¢ expandidos encontrados em nosso estudo foi
similar a0 reportado na literatura, e a presenga de nenhum alelo intermediario entre 35 a 40
(CAG), foi encontrado tanto na analise indireta, que envolve o sitio polimoérfico CCG,
quanto na analise direta do CAG. O que mostra que nossa populagiio de pacientes HD €
similar a de outras regides. Nenhuma diferenca da distribui¢io dos alelos CAG foi

registrada quanto ao tipo de transmissdo paterna ou materna. N3o havendo portanto um
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mecanismo preferencial de transmissio. Em relaglio a idade de inicio das manifestagdes e
tamanho da expanséio. Nossos dados vem a confirmar a correlagiio negativa existente entre
essas duas vandveis. Na nossa amostra, percebemos claramente essa relagiio ao
verificarmos a expanso daqueles pacientes que tiveram o inicio da manifestagio da doenga
antes dos vinte anos. Dois desses pacientes (caso 6 e 31), tem cerca de 70 repetigdes, as
maiores encontradas em nosso estudo. Por outro lado, naqueles casos que encontramos as
menores ampliagbes (43 CAG), a idade de inicio das manifestacdes da doenga foi mais de

50 anos.

Nos identificamos trés pacientes sem historia familiar da doenga, os quais
apresentaram o alelo expandido responsavel pela mutagdo na HD. No entanto, em todos
esses trés pacientes, as informagdes clinicas precisas ndo puderam ser obtidas dos
familiares pois ou eram muito jovens ou niio haviam sido examinados. Sendo assim, nesses
trés pacientes o padriio de heranga autossémico dominante n3o pode ser evidenciado devido

a falta de informagGes mais precisas.

Com relagio a analise do sitio polimérfico CAG ¢ CCG na populagiio brasileira
controle, a avaliagio do alelo normal CAG se mostrou condizente com os achados na
literatura, por outro lado, a repetigéio (CCGQ), intragénica se mostrou altamente polimérfica
em nossa populagdo devendo assim ser ressaltada a importincia da analise direta da

repeticio CAG , a qual exclui o sitio polimérfico CCG.

E importante enfatizar que, por se tratar de uma anomalia genética incurdvel, de
inicio tardio, em que é possivel realizar o diagndstico molecular, torna-se fundamental a

existéncia de uma estrutura multidisciplinar envolvida, tanto na fase inicial de diagnéstico,
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quanto no acompanhamento desses pacientes, ainda mais quando se trata de diagndstico de

individuo assintomatico.

E por fim enfatizar a importancia de um diagnéstico correto na orientagio genética

de uma familia.
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VI- Conclusées
e,
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1 - Quanto a caracterizagdo molecular da HD, no tota! de amostras anali sadas, a variaco do

alelo {CAG), normal e do expandido se mostrou condizente com os achados mundiais.

2 - Uma inversa correlago entre o nimero de repetigdes trinucleotidicas (CAG), e a idade

de inicio dos sintomas foi identificada entre os pacientes HD analisados.

3 - Nenhuma correlagio foi constatada quanto ao nimero de (CAG), do alelo normal dos

pacientes HD e inicio dos sintomas.

4 - Quanto a andlise da repeticio trinucleotidica (CCG), na populacdo brasileira, esse sitio

intragénico se mostrou altamente polimérfico.

5 - Conforme ja descrito na literatura mundial, a analise direta da repetigéo trinucieotidica
(CAG), mostrou uma maior eficicia, tendo em vista a alta variagdo polimorfica (CCG), em

nossa populacéo.

6 - A importéncia do diagnéstico molecular para a confirmagfo do diagndstico clinico,
tendo em vista o aconselthamento genético, ¢ demonstrada guando em 42 individuos
clinicamente diagnosticados como portadores da HD, 32 (76%) apresentaram o alelo

expandido para a doenca.

7 - Néo foi possivel analisar a presenga ou niio do fendmeno de antecipacio em nossa
amostra, devido a dificuldade de coleta de material informativo dentre as familias

estudadas.

Laboratorio de Genética Molecular — DGM - UNTCAMP 54



APENDICE
.

55



Apéndice 1: Formulirio de Consentimento
FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 1 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos na doenca de Huntington
Investigador principal: Dra, Iscia L.opes Cendes
OB DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envelvendo pacientes e
familias de mdividuos com diagndstico clinico de doenca de Huntington. O objetivo geral do estudo é o de
determinar 2 freqiiéncia e as caracteristicas moleculares da mutagio responsivel pela doenga de Huntington.
Esses estudos poderio levar a identificacfio do defeito genético que cansa a doenga da qual sou portador.
Além de Jevantar dados que possibilitardo um conhecimento mais aprofundado da doenga de Huntington.
Tanto as amostras de DNA, de linhas celulares e a informagio médica a meu respeito, bem como a respeito de
minha familiz que forem obtidas para esse estudo, poderdo ser compartithadas com outros pesquisadores que
trabatham com a doenca de Huntington. Podendo assim ser utilizadas eventualmente para outros fins de
pesquisa sobre a doenga de Huntington. O sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos através da
utitizagio de um nimero de codigo para a identificaglio dos individuos participantes.

PR IMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes farfio
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido a um exame fisico
neurologico para confirmar meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido 2 uma tomografia
computadorizada ou a uma ressonfincie magnética de crinio. Uma amostra de sangue venoso sera colhida (20
a 30 ml, o equivalente a duas cotheres de sopa). Hospitalizagiio ndo serd necessaria. Os procedimentos
mencionados acima, com exceclio da coleta da amostra de sangue, fazem parte dos cuidados médicos de
rotina para um paciente com doenga de Huntington. Os procedimentos mencionados acima serfo realizados
dentro do ptimeiro ano apos o meu consentimento em participar no estudo, porém a pesquisa laboratorial
utilizando as amostras de sangue poderfo ser feitas durante um periodo maximo de 30 anos apds a coleta. As
células que por ventura forem isoladas do meu sangue serfic preservadas para utilizagio durante todo o estudo
e depois que ele se completar serdio destruidas.

RISCO E DESCONFORTQ:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse procedimento
séo minimos, podendo ocomrer dor & manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto
ser2 minimo pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que seré realizada por
profissional treinado e devidamente hebilitado para realizar esse procedimento.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 2 de 3
Tituto do projeto: Estudos Genéticos na doenca de Huntington

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse estudo € que o
meun diagnastico € o meu tratamento provavelmente nfo serfio modificados. Os resnitados dos testes
moleculares obtidos, seric disponiveis através do meu acompanhamento no Ambulatorio de Neurogenética
que funciona toda segunda-feira das 8:30 as 12:00hs no 2° andar do Hospital de Clinicas (HC) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), tel. (019) 788-8908. Esse Ambulatorio oferece um
atendimento multidisciplinar com a participacio de geneticista clinico, neurologista, psicologo(a), assistente
social e fisioterapeuta. E importante salientar que qualquer membro da minha familia que desejar obter
orientacdo genética podera ser atendido no Ambulatério de Neurogenética do HC-UNICAMP.

SIGHLO:

Eu entendo que toda informaggo médica, assim como os resuitados dos testes genéticos decorrentes
desse projeto de pesquisa, farfio parte do meu prontuério médico e serfio submetidos aos regulamentos do HC-
UNICAMP referentes ao sigilo da informacio médica.

Se o5 resultados ou informagdes fornecidas forem wtilizados para fins de publicagdo cientifica,
nenhum nome ser utitizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informages adicionais relativas ao ¢studo a qualquer momento. A
Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 788-8907 estara disponivel para responder minhas questdes e
preocupacdes. Em caso de recurso, davidas ou reclamacgdes contactar a secretaria da comissfio de ética da
Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 788-7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAQ DA PARTICIPACAQ:

Eu entendo que a minha participagio € voluntdria e que en posso me recusar a participar ou retirar
meu consentimento ¢ interromper a minha participago no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da
amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no fisturo no
HC- UNICAMP. Eu reconbego tambént que a Dra, Iscia Lopes Cendes pode interromper a minha participago
nesse estudo a qualquer memento que julgar apropriado.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pigina 3 de 3

Titule do projeto: Estudos Genéticos na dognca de Huntington
Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Eu confirmo que o(a) Dr{a).
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido ¢ os riscos, desconforto ¢
possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu 1i e compreendi esse formulario de consentimento
e estou de pleno acordo em participar desse esiudo.

Nome o participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data
Nome da testernunha
Assinatura da testemunhsa data
RESPON ADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o ohietivo do estuto, os procedimentos requeridos € os possiveis riscos e vantagens que podersio advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo & fornecer uma cdpia desse formulario de
consentimento ao participante ou responsdvel,

Nome do pesquisador cu associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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Apéndice 2: Formuldrio Clinico

FORMULARIO PARA AVALIACAO CLINICA DE INDIVIDUOS COM DOENCA DE
HUNTINGTON

L.Nome

2. BC: 3.DGM:

4. Data da consulta: 3. Nimero no heredograma:

6.Origem étnica dos avos: 6.1.Maternos \
6.2.Paternos: \

7. Heranca genética: (caso isolado, autessdmica recessiva, autossdmica dominante, heranca materna,
heranca ligada ae
X

8. Histéria Médica Pregressa:

8.1. Diagnéstico clinico de deenca de Huntington: Sim ( ) Nio ( )
Idade:

8.2. Primeiros sintomas:
Idade:

8.3, Outros sintomas
neurolégicos:

8.4. Outras condicdes médicas (ex diabetes, hipertensio,
ete.):

9. Uso de Drogas ou Medicaces:
9.1 Bebida

alcodlica:
9.2 Medicagio em uso (imcluir dose e por quante tempo vem tomando):

10. Achados Neurolbgicos: Sim Niée  Tdade de Aparecimento

10.1. AlteracGes coguitivas
10,2. Alteracoes da memoéria
10.3. Alteraces da personalidade:
10.3.1. Irritabilidade
10,3.2, Agressividade
10.4. Alterag¢bes do sono
19.5, Diminuicfio ds acuidade visual
10.6. Atrofia dptica
10.7. Retinite pigmentosa
10.8.Diminunicio da acuidade audititva
10.9. Disartria
10.10. Disfagia
10.11, Incoordenacio:
10.11.1.Membros superiores
10.11.2.Membros inferiores
10.1}.3.Marcha
10.12, Tremor
10.13, Caimsbras musculares
19.14, Fasciculagbes:
10.14.1. Membros
16.14.2, Facial
10.14.3, Perioral
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10.14.4 Lingual
10.15. Sinais extrapiramidais
10.16. Movimentos coréicos
10.17. Distonia
10.18. Reflexos tendinosos:

10.19,
Sensibilidade:

Membres superiores:

Membros inferiores:

Normal ( ) Avmentade ()

Diminuidos { ) Ausente { )

Normal { ) Aumentade ()

Diminuido ( ) Awusente

()

10.26.
CT-

10.21.
MRI:

10,22,
EMG:

10.23.
Autopsia:
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Apéndice 3:

Heredogramas das 32 familias HD.
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