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RESUMO

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca genética rara, neurodegenerativa,
progressiva e fatal, causada pelo nimero expandido de repeticbes CAG no gene
HTT. Conforme a literatura, o numero de repeticbes CAG deste gene explica
aproximadamente 70% da idade de inicio da DH. Os outros 30% séo atribuidos a
genes modificadores e/ou a fatores ambientais. O gene TBP codifica a proteina de
ligacdo a regido TATA Box e possui uma regido de repeticdo de CAG/CAA que,
quando expandida, ocasiona a SCALl7(ataxia espinocerebelar 17). A proteina TBP
normal ja foi encontrada no cérebro de pacientes com DH junto aos agregados de
huntingtina. As repeticdes de nucleotideos CAG/CAA normais (>35 repeticdes) do
gene TBP j& foram associadas com risco de esquizofreniae também com a
modulacdo da idade de inicio da SCA7 (ataxia espinocerebelar7). O objetivo deste
estudo foi investigar as repeti¢cdes trinucleotidicas dos genes HTTe TBP, assim
como, relacionar as repeticdes CAG do gene HTT e CAG/CAA do gene TBP com a
idade relatada de inicio da doenca de Huntington em uma coorte brasileira.Foram
investigados molecularmente104 individuos: 72 foram positivos e 32 negativos para
DH. Nos individuos molecularmentenegativos, os alelos nédo expandidosdo
HTTvariaram entre 12 a 30 repeticdes CAG (média de 1944 CAG e mediana 17) e a
maior frequéncia foi do alelo com 17 CAG.Em individuos molecularmentepositivos,
os alelos ndo expandidos do HTT variaram entre 14 a 30 CAG (média de 194
repeticbes e mediana 17) e o alelo mais frequente possuia 17 CAG. As repeticbes
dos alelos expandidos variaram entre 39 a 62 CAG (média de 45+4 e mediana 44) e
o alelo expandido mais frequente apresentou 44 repeticdes. O numero de repeticdes
CAG do HTT na amostra estudada mostrou influenciarem 66% a idade de inicio da
DH (r de Pearson = - 0,81, R%=0,66, p<0,05). Nos alelos TBP de individuos
molecularmentenegativos para DH, as repeticbes CAG/CAA variaram de 27 a 37
repeticbes (média de 33+2 CAG e mediana34), sendo o alelo mais frequente aquele
com 34 CAG/CAA. Nos individuos molecularmentepositivos para DH as repeticdes
CAG/CAA variaram de 23 a 38 repeticdes (média de 34+2e mediana 34) e o alelo
mais frequente apresentou 36 repeticobes CAG/CAA. N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre o numero de repeticbes do alelo TBP entre
individuosmolecularmente positivos e negativos para DH (p>0,05). Nao houve
aparentemente influéncia do niumero de repeticdes CAG/CAA do gene TBPna idade
de iniciorelatada dos sintomas da DH (r de Pearson =0,2, R*=0,04, p>0,05). Foram
construidos 19 heredogramas para analise intra e intergeracional das repeticdes
CAG do HTT e CAG/CAA do TBP. Os alelos HTT expandidos apresentaram maior
expansao intergeracional quando a origem foi paterna e a maior diferenca de
repeticdes intrageracionais também se deu quando a origem foi paterna. Quando se
fez a investigacdo da transmissao intergeracional dos alelos TBP, ndo foi possivel se
afirmar a origem parental dos alelos devido a uma diferenca de apenas um trio de
nucleotideos no numero de repeticbes de uma geracdo a outra. A analise
intrageracional das repeticbes CAG/CAA do TBP revelou que a diferenca entre
irm&os é menor do que aquelas observadas para as repeticdes CAG do HTT.

Palavras-chave: Doenca de Huntington, TBP,HTT, gene modificador



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a rare genetic, neurodegenerative, progressive and fatal
disease caused by an expanded number of CAG repeats in the HTT gene. According
with literature, the size of CAG repeats accounts for about 70% of the variation of the
onset age of the disease. The others 30% are assigned to modifier genes and/or
environmental factors. TBPgene encodes for a TATA box binding protein and has a
CAG/CAA repeat region that, when expanded, causes SCALl7(Spinocerebellar
ataxia type 1). The normal TBP protein has been found in brains of patients with HD.
Normal CAG/CAA repeats of the TBP gene have been associated with risk of
schizophrenia and also with modulation of age of onset in SCA7. The aim of this
study was to investigate the trinucleotidic repeats of HTT andTBP genes, as well as
to correlateCAG repeats of HTT and CAG/CAA repeats of TBP gene with the age of
onset of symptoms in Huntington's disease,in a cohort of Brazilian subjects.We
investigated 104 individuals who were molecularly tested: 72tested positive for HD
and 32tested negative. In individuals, molecularly tested as negative,the number of
CAG repeats in unexpanded HTT ranged from 12 to 30(mean 1944 CAG and median
17) CAG, the most frequent allele had 17 repeats. Regarding the molecularly tested
as positive individuals,their unexpanded alleles varied between 14-30CAG repeats
(mean 19+4 CAG and median 17) and their most frequent allele had 17 repeats. In
expanded alleles, CAG repeats ranged from 39 to 62 (mean 45+4 and median 44)
and the most frequent allele had 44 repeats. The size of HTT CAG repeats
contributed to 66% of the age of onset of HD (Pearson's r = -0.81, R*= 0,66, p <0.05).
Concerning the TBP alleles,molecularly negative individuals had CAG/CAA
repetitions ranging from 27 to 37 (mean 33x2 and median 34),and the molecularly
positive individuals had CAG/CAA ranging from 23 to 38 units(mean 34+2 and
median34). The most frequent allele in molecularly negative and positive individuals
were, respectively, 34 and 36 CAG/CAA repeats. There was no statistically
significant difference in number of repetitions of TBP allele between those individuals
(p> 0.05). Furthermore, there was no statistically correlation between age of onset of
symptoms and the size of the TBPpolymorphic region (Pearson's r = 0.2, R?>=0.04, p>
0.05).We draw 19 pedigrees for intra and intergenerational analysis toshow the
variation of HTT CAGand TBP CAG/CAA alleles. Expanded HTT alleles showed a
higher expansion in theintergenerational pedigrees with paternal inheritance and the
largest intragenerationaldifference also occurredin paternal transmission. When we
perform investigation of intergenerational transmission of TBP alleles, it was difficult
to say the parental origin of the alleles due to a difference of only one nucleotide trio
in the number of repeats from one generation to another. The analysis of the
variation of TBPCAG/CAA repeats within a sibling revealed that this variation was
smaller than that observed for the HTT CAG repeats.

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

1.1 MutagOes dindmicas e repeticdes nucleotidicas

Mutacdes dinamicas séo alteracdes no DNA caracterizadas por repeticdes de
nucleotideos altamente instaveis, que podem variar em numero ao longo das
geracdes (RICHARDS E SUTHERLAND, 1992). As taxas de mutacdo associadas a
essas repeticdes sdo geralmente de 10 a 100 mil vezes maior do que a média das
taxas de mutacbes em outras partes do genoma humano (GEMAYEL et al., 2010).

A presenca de estruturas incomuns nas regides de repeticbes de
nucleotideos, como triplex, tetraplex e grampos, € a principal causa da instabilidade
associada a esse tipo de mutacgéo (figura 1.1). Tais estruturas podem interferir nos
eventos de replicagéo, transcricdo, recombinacdo e reparo (MIRKIN, 2006; LOPEZ
CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010; KIM E MIRKIN, 2013).
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Figura 1.1: Estruturas associadas a regides de repe  tigGes nucleotidicas (MIRKIN, 2006).
Legenda: a) Grampos imperfeitos compostos por repeticdes (CNG)n; (b) tetraplex composto
por repeticbes (CGG)n; (c) Deslizamento do DNA ocasionado por formac8es de grampos; (d)

triplex formado por repeticbes (GAA)n. Purinas sdo vermelhas e pirimidinas verdes. DNA que
flanqueia regido de repeticdo é mostrado em preto.

Um dos mecanismos que tentam explicar a ocorréncia de expansodes e
contracdes de repeticbes de nucleotideos € o deslizamento do DNA que ocorre
durante a replicacdo. O deslizamento na replicacédo se refere ao alinhamento errado
das fitas de DNA durante a extensado da regido repetitiva que esta sendo copiada.
No momento da dissociacao entre as fitas, uma estrutura secundaria (grampo) pode
ser formada na nova fita sintetizada ou entédo na fita molde. Caso o grampo ocorra

na fita filha, uma repeticdo sera adicionada no proximo ciclo de replicacdo. Ja a
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ocorréncia da estrutura de grampo na fita molde ocasionara a perda de uma
repeticdo nucleotidica (Figura 1.2) (ELLEGREN, 2000; LOPEZ CASTEL, CLEARY E
PEARSON, 2010; KIM E MIRKIN, 2013).

(a) Increase in repeat length (b) Decrease in repeat length
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Figura 1.2: Modelo sugerido para o aparecimento de mutacdes dindmicas: expansdes ou
contracdes em regides repetitivas pelo mecanismo de deslizamento do DNA (ELLEGREN,
2000).

O estudo de repeticdes de nucleotideos tem grande importancia devido ao
grande numero (>30) de doencas neurologicas e musculares associadas a este tipo
de mutacao (Tabela 1.1) (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010).

As mutacdes dindmicas responsaveis por causar essas doengas possuem as
seguintes caracteristicas: (1) envolvem uma mudanca no numero de repeticbes de
nucleotideos com a taxa de variacdo dependente do tamanho inicial da repeticéo; (2)
as repeticdes sem interrupcdes tém uma maior probabilidade de sofrer contracéo ou
expansao; (3) o numero de repeticdes tem relacdo com a severidade e / ou com a
idade de inicio da doenca (VAN EYK E RICHARDS, 2012).
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Repeat Size Parent
of Somatic Repl” Proximal CpG Bi-directional
Disorder Gene Locus Repeat Interruptions  Normal  Premutation  Disease  Origin Instability Origin CTCF Methylation  Transcription  Pathogenesis
Cuoding repeats - Polyglutamine
SBMA: Spinal and Bulbar AR Hqllgl2 (CAGm+{CTG)n # 9-36 ND 40-55 ND limited Yes . 7 Yes GOF
Muscular Atrophy
HD: Huntington's disease HTT dple.3 (CAGIn*(CTG)n - 10 =34 29.35 =35 Paternal moderate Yes Upstream Upstream L2 Yes GOF
DEPLA: Dentatorubral- ATNI 12p13.31 (CAGIN(CTG)n - T-25 ND 49.88 Paternal moderate ? Flanking 7 Yes GOF
pallidouysian atrophy
SCAI; Spinocerebellar ataxia | ATXNI 6p23 (CAG)In*(CTG)n CAT 639 ND 39.81  Paternal  moderate ? 7 2 Yes GOF
SCA2: Spinocerebellar ataxia 2 ATXN2 12q24 (CAGIN*{CTG)n CAa 1333 ND >34 Paternal moderate 7 Upstream 7 Yes GOF
SCA3: Spinocerebellar ataxia 3 ATXN3 14g24 3- (CAGIn*{CTG)n CGGGCC, 13- 44 ND =55 Paternal moderate ? P T Yes GOF
a3l CAG,CAA
SCA#®6: Spinocerebellar ataxia & CACNAL 19pI13 (CAGIM*(CTG)n 2 4-18 ND 20-29 none ND 7 7 7 Yes LOF
A

SCAT: Spinocerebellar ataxia 7 ATXNT Ip2ld-pl2 (CAGIN*(CTG)n - 4.35 ND 37-306  Paternal moderate Yes Flanking 7 Yes GOF
SCAI7: Spinocerebellar ataxia 17 TBP 6g27 (CAG)n*(CTG)n 7 25.42 ND 47 - 63 ND ND 7 7 ] ? GOF
KNN3 no disease association KCNN3 1g21.3 (CAGInYCTGIn 7 T-2IR ND ND ND ? ? 7 7

ND ND
AIB-I: Increased prostate cancer NCOA3 20q12 (CAGICAAD® = 2929 <29/29 <29/<2 ND limited ? 2 ? ? GOF
risk (CTG/TTG)n ar 9

28129
Coding repeats - Polvalanine
HOXD13: Synpolydactyly HOXDI3  2g3l-g32 (GCG)n+(CGCn  GCAGCT, 15 ND 22.29 na none 7 . ? Yes GOF
GCC

OPMD: Oculopharyngeal PABPNI 14g11.2-  (GCGn*{CGCn GCA 10 ND 12.17 na none 7 T ' Mo GOF

Musecular Dystrophy

ql3




Tabela 1.1: Repeti¢cbes de

nucleotideos e doencas hu

manas (Parte 2/4) (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010)

18

Repeat Size Parent
of Somatic Repl” Proximal CpG Bi-directional
Disorder Grene Locus Repeat Interruptions  Normal  Premutation Disease  Origin Instability Origin CTCF Methylation  Transcription  Pathogenesis
CBFA l:cleidocranial dysplasia RUNX2 Gp2l (GCGIn*{(CGC)n GCAGCT 17 ND 27 na nane b T " Yes LOF
ZIC2:holoprosencephaly ZIC2 13g32 (GCGIn+(CGCIn - GCAGCT, 15 ND 25 na nane 2 7 7 7 LOF
GCC
HOXA | 3: Hand-Foot-Genital HOXA13  7Tpls-pld2 (GCGIn*(CGCin GCAGCT, 18 ND 24 -26 na none 7 ? 7 Yes GOF 7
Syndrome Gec
FOXL2:Blepharophimaosis/Ptosis/ FOXL2 3923 (GCGIN*{CGC)n GCAGCT, 14 ND 22-24 na none 7 ? 7 No LOF
Epicanthus inversus syndrome GCC
type 11
ARX: infantile spasm syndrome ARX Xp22.13 (GCGn*(CGC)n GCAGCT, 10-16 ND 17-23 na none ? 7 7 Yes LOF
GCC
Coding repeats - Polyaspartic
COMP: Multiple Skeletal COMP 19p13.1 (GACIn*GTC)n - 5 ND 46,7 ND ? 7 ) No LOF
dysplasias
Non-coding repeats
CTGLE 1:no confirmed disease TCF4 18g21.1 (CTGIn*(CAG)n - 1037 53 -250 B0 - ND ND ? ? 7 Yes ND
association 2100
DM : myotonic dvstrophy tvpe | DMPK./ 19913.2-  (CTGIn*(CAGI CGG,CTC 5.37 34.90 =>90-  Maternal  extensive Yes Flanking Flanking®* Yes' RNA
DMPKas ql33 6500
FRDA: Friedreich’s ataxia FXN 9q13 (GAA I TTCIn GAGGGAG 6-32 40200 =200 Maternal moderate 2 7 L'pﬁh'eam-'; Yes LOF
AA
SCAR: Spinocerebellar ataxia & ATXNE/ 13q21 (CTGIn*(CAGIn  CCGTTGCT  2=130 45 - 100 =110 Exp: Mat ND 2 7 7 Yes'" unknown
ATXNEOD ACCAGTC,
S CTT Cnt: Pat
SCA12: Spinocerebellar ataxia 12 PPP2RZB 35q31-g33  (CAGIn*{CTG)n & T-45 ND 55-78 ND ND £ 2 £ Yes ND
SCA31: Spinocerebellar ataxia 31 TK2/ 1622 (TGGAAM(TT 7 0 ND 110 7 7 b 7 " Yes RNA
BEAN CCA)
HDL2: Huntington's JPH3 160243 (CAGIm%{CTG)n 7 6-27 ND 51-57 ND ND 2 7 " Yes RNA
disease-like 2
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Tabela 1.1: RepeticGes de nucleotideos e doencas hu  manas (Parte 3/4) (LOPEZ CASTEL, CLEARY E PEARSON, 2010)
Repeat Size Parent
of Somatic Repl”® Proximal CpG Bi- djrecticlnaE
Disarder Grene Locus Repeat Interruptions  Normal  Premutation  Disease  Origin Instability  Origin CTCF Methylation  Transcription  Pathogenesis
MAB2ZILmo confirmed disease MABZIL 13g13 (CAGIN*(CTGn 3 6-31 ND =5 ND limited 7 7 7 No ND
association |
DM2: myotonic dystrophy type 2 ZNFO 3ql3.3-g24 (CCTG)ne TCTG,GOTG 104 ND 75 ND extensive 4 7 7 No RNA
{CAGG)n 176 11,000
SCA10: Spinocerebellar ataxia 10 ATXNID 22g13 (AATCT)n* ATGCTATT 10-22 ND B00 - Paternal moderate Yes 7 7 No LOF
{AGATTn CTAT 4500
EPFM | :epilepsy progressive CSTB 219223 (CCCCGCCCCaG = 2-3 12-17 30-75 ND ND 7 7 7 7 LOF
myoclonic CGn
IRDN: Increased risk of diabetes INS Iipl55 (ACAGGGGTIG ) 110 45109 30-44  Maternal ND 7 7 7 Yes unknown
IO TICYGGGEG n 150
h-Ras: increased risk of ovarian HRAS 11pl15.5 28.bp VNTR # 5 alleles ND rare ND ND 2 P ¥ ? unknown
cancer alleles
FSHD: Factoscapulohumeral FSHMDIA 4g35 33kb Sequence 1 1-150 ND <11l ND maderate 7 7 Yes™ ¥ Yes unknown
muscular dystrophy D4Z4repeat variation
SMYD3: Cancer risk factor SMYD3 lgdd (CCGCCM (GG 7 3 ND 2 ? ? 7 ? 7 Yes GOF
CGGIn
RELN: Risk of Autism RELN Tg22 (CGGIN(GCC)n 7 B-10 ND 2-13 Mo ? 7 ? ? 7 LOF
Fragile site-associated repeats- Folare-Sensitive Sites
FRAXA: fragile X syndrome FMRI Xq273 (CGGm*CCGIn AGG 652 59.230 230« Exp: Mat limited Yes Flanking Upstream + Yes'® LOF, RNA 7
FMR4 2000 repeat’
Cnt: Pat
FXTAS: fragile X tremor/ataxia FMRI X273 (CGGm*(CCGIn AGG 6-52 59-  Exp:Mat limited Yes Flanking No Yes GOF, RNA
syndrome 23
% Cnt: Pat
FRAXE: fragile X syndrome FMR2 Xqg28 (CCGmCGGIn T 4-39 (31-61) 200-  Exp: Mat ND Yes 7 Upstream + 7 LOF
Q00 ) repeat
Cnt: Pat
FRAXF: No confirmed disease FAMIIA Xqg28 (CGGMm*CCGIn  (GCCGTChs 7-40 ND 306~ ND ND ? ? Repaat';' i 7 ND
association 1008
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Repeat Size Parent
of Somatic Repl® Proximal Cn Bi-djrecléanal.

Disorder Gene Locus Repeat Interruptions  Normal Premutation  Disease  Origin Instability Origin CTCF Methylation  Transcription  Pathogenesis
FRA10A: No confirmed disease  FRAIDAC!  [0g2333 (CCGm«(CGGn 7 Bald ND > 200 ND ND 1 7 Upstream + ! ND
asgociation repeat
FRA11B: Jacobsen syndrome CBL2 11g23.3  (CCGn*(CGGn = 11 &0 100- ND ND T ? Upstream + No LOF

1000 repeat
FRA16A: No confirmed disease —_ 16q22 (CCGm*(CGGm CCT.CTG,CC 16 =49 WD 1000 Maternal WD 7 7 Upstream + ND
association TCCA 1900 repeat
Fragile site-associated repeats - Disramycin A-inducible
FRA16B: No confirmed disease —_ 16g22.1 33-bp AT-rich Sequence 7-12 ND up to ND limited z 2 Upstream + ND
association VNTR variations 2000 Repeat
Fragile site-associated repeats - Brd U inducible
FRA10B: No confirmed disease — 10g25 ~42-bp AT-rich Considerable 1.74 ND =75 ND limited 1 7 Upstream + ND
association VNTR L M Repeat

variations




21

As repeticdes nucleotidicas podem estar presentes nos exons, introns,
regides 3’'UTR ou 5’'UTR. Podem ainda ser causadas por repeticbes tri, tetra ou
pentanucleotidicas (figura 1.3) (VAN EYK E RICHARDS, 2012).

HD, SBMA, DRPLA,
SCA1,2,3,6,7&17 OPMD

..CAGCAGCAG... ..GCGGCGGCG...

—
...CGGCGGCGG... ..GAAGAAGAA. .. ..CTGCTGCTG...
FRAXA/FXTAS FRDA DMA1
..GCCGCCGCC... . .CCTGCCTGCCTG... HbL-2
FRAXE DM2
...CAGCAGCAG... ATTCTATTCTATTCT...
SCA12 SCA10
..CTGCTGCTG... ... TGGAATGGAATGGAA...
SCA8 SCA31

Figura 1.3: Esquema de localizacéo de repeticdes nu  cleotidicas de algumas doengas humanas
(VAN EYK E RICHARDS, 2012).

Legenda: RepeticBes abaixo das setas estdo localizadas em regies ndo traduzidas. Repeticdes
acima das setas estdo localizadas em regides traduzidas.

As doencas causadas por expansdo de trinucleotideos comecaram a ser
identificadas em 1991, com a clonagem do gene e identificacdo da repeticdo CCG(n)
responsavel pela sindrome do X-fragil (KREMERet al., 1991). Além disso, no mesmo
ano, foi descoberta como causa da atrofia muscular bulboespinhal (doenca de
Kennedy), a repeticdo CAG(n) (LA SPADA et al., 1991).

Tais doencas causadas por repeti¢cdes trinucleotidicas podem ser separadas
em dois grupos: doencas causadas por repeticdes nao codificantes de glutamina e
doencas causadas por repeticdes codificantes de glutamina. No caso das repeticoes
ndo codificantes de poliglutamina, a alteracdo genética pode afetar diversos
sistemas e causar degeneragdo ou perda de fungdo em varios tecidos. No caso das
doencas codificantes de poliglutamina, todas possuem em comum a
neurodegeneracdo progressiva, tendo inicio geralmente na idade adulta. Nesse
grupo de doencas causadas por repeticbes trinucleotidicascodificantes de
poliglutamina se insere a doencga de Huntington (CUMMINGS E ZOGHBI, 2000; FAN
et al., 2014).
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1.2 Doenca de Huntington

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca genética, neurodegenerativa
rara, progressiva, caracterizada por distarbios motores, perdas cognitivas e
distirbios comportamentais. Na maior parte dos casos, 0s sintomas surgem ja na
idade adulta (THE HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH
GROUP, 1993).

Os sintomas resultam da perda seletiva de neurdnios espinhosos médios,
principalmente do nucleo caudado e putamen, e nao existe atualmente nenhum
tratamento eficaz que impeca o desenvolvimento da doenca (POTTER, 2004; BEAN
E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014).

Na Europa a prevaléncia € de 5-10 casos para 100.000 individuos. Na China
e Japao, a prevaléncia estimada é de 0,1-0,5/ 100.000(figura 1.4)(WARBY et al.,
2011). No Brasil ainda nao existe prevaléncia geral estimada da DH. Entretanto,
Nosso grupo estimou a prevaléncia minima da cidade de Ervalia, MG, cujo valor
encontrado foi de 7,2 casos para 10.000 individuos (AGOSTINHO et al., 2015).

HD Prevalence Estimates

Minimum Prevalence
per 100,000

M5
1-5

05-1.0
01-05

[C] unknown

Figura 1.4: Prevaléncia estimada em alguns paises ( WARBY et al., 2011).
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1.2.1 Breve histérico da doenca de Huntington

A doenca de Huntington se tornou conhecida, principalmente, apds a
descricdo dos sintomas realizada por George Huntington em 1872. Porém, antes
disso, algumas caracteristicas sobre a doenca ja haviam sido divulgadas. O
conhecimento compartilhado possibilitou aos pesquisadores a busca por mais
informagdes sobre a doenca, 0 que resultou em descobertas de grande importancia
para o melhor entendimento da DH.

Em 1841, Charles Water, em uma carta, faz uma definicdo bem clara da
coreia, caracterizada pelo movimento involuntario dos musculos, um dos principais
sintomas da doenca, assim como sua natureza hereditaria (WATER,1842
apudIMARISIO et al., 2008). Em uma traducao, Water informa que:

“Consiste essencialmente em uma acdo espasmoédica de todos os
musculos voluntarios, involuntario e mais ou menos movimentos
irregulares das extremidades, face e tronco...a transmissdo da doenca é
marcadamente hereditaria...Os primeiros indicios de sua aparéncia sao
espasmos das extremidades, geralmente dos dedos que gradualmente se
estendem e envolvem todos os musculos involuntarios. Esta perturbacéo
da acdo muscular é de modo uniforme; em alguns casos, existe em maior,
em outros, em menor extensdo, mas em todos 0s casos gradualmente
induz um estado de deméncia. Quando se fala da natureza, talvez eu deva
ter observado que nunca tive conhecimento de um caso de que ela ocorra
num paciente, cujo um ou ambos antepassados ndo eram doentes na
terceira geracdo mais distante, o tema desta doenca angustiante...”
(WATER, 1842 apud IMARISIO et al., 2008).

Em 1860, o fisico noruegués, Johan Christian Lund, publicou um trabalho com
a descricdo da doenca de Huntington, contemplando principalmente o padréo
cladssico de sintomas e sua hereditariedade. Apesar de ter sido o primeiro trabalho
de fato publicado, o trabalho né&o foi traduzido para o inglés até 1959, o que dificultou
o compartilhamento deste conhecimento com outros estudiosos (LUND, 1860 apud
HARPER, 2005).

Em 1872, George Huntington publicou seu trabalho denominado “OnChorea”
(Figura 1.5), que foi bem aceito pela comunidade médica. Nesse trabalho Huntington
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descreveu na forma adulta
(HUNTINGTON, 1872).

Logo no comeco de sua descri¢cdo, Huntington trata de um dos sintomas mais

as caracteristicas da doenca manifestadas

caracteristico da doenca, a coreia: “trata-se de um espasmo que afeta os musculos
voluntarios”. Além disso, Huntingtontratou sobre do carater hereditario da doenca,
ressaltando que se um ou os dois progenitores possuiam manifestagdes da doenca,
um ou mais descendentes poderiam apresentar a doenca caso atingisse(m) a idade
adulta (HUNTINGTON, 1872).
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Figura 1.5: Artigo Original “OnChorea” de George Hu ntington (HUNTINGTON, 1872).

Em 1888, Hoffman descreveu a forma juvenil da doenca, denominada
variante de Westphal. Essa forma € definida como manifestagcdo encontrada antes
dos 21 anos de idade. Em um estudo familial com trés geragdes, foram identificadas
duas meninas com idade de inicio da doenca de 4 e 10 anos (HOFFMAN, 1888
apud BATES, 2005).

Em 1955, foi descrito o primeiro caso de DH no Lago Maracaibo, na
Venezuela (NEGRETE, 1955 apud WALKER, 2007). Ja em 1979, a bi6loga e
psicologa Nancy Wexler liderou um grupo de pesquisadores nessa mesma regiao, e
0 estudo contou com uma grande amostragem que correspondia a uma grande
familia de pelo menos 9000 membros (WEXLER, A, 1995 apud BATES, 2005).
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Em 1983, Gusella e seus colaboradores conseguiram localizar o gene
responsavel pela doenca, o gene IT15(atualmente denominado HTT) localizado no
cromossomo 4 humano (GUSELLA et al., 1983).

No ano de 1993, com o isolamento do gene HTT pelo Huntington
DiseaseCollaborativeResearchGroup, foi possivel a localizacdo das repetices de
trinucleotideos CAG no HTT, que quando expandidas sdo responsaveispor causar a
DH (THE HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP,
1993).

Em 1997, foi criado o primeiro modelo de camundongo com DH(DAVIES,
1997 apud BATES, 2005). No mesmo ano ocorreu a descoberta de agregados da
proteina huntingtina no cérebro de camundongos e de humanos com DH (DAVIES,
1997; DIFIGLIA, 1997 apud BATES, 2005).

1.2.2 Aspectos genéticos gerais da doenca de Huntin  gton

A DH é causada por repeticdes expandidas de trinucleotideos CAG presentes
no exonl do gene HTT, localizado no cromossomo 4p16.3 (THE HUNTINGTON'S
DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993).

O gene afetado na DH abrange mais de 170 kb e contém 67 exons. A
proteina codificada por esse gene, a huntingtina, consiste de 3144 residuos de
aminoacidos e tem uma massa molecular de 350 kDa. Quando ocorre a expansao
das repeticbes trinucleotidicas CAG a proteina € traduzida com uma cauda
expandida de poliglutamina (PoliQ) em sua regido amino terminal (BEAN E
BAYRAK-TOYDEMIR, 2014).

A DH ¢é uma doenca de heranca autossébmica dominante (THE
HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993;
POTTER, 2004; BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014).

A classificacdo dos alelos é realizada de acordo com seu tamanho de
repeticbes CAG. Alelos com 26 repeticbes ou menos sdo denominados normais.
Alelos com 27 a 35 repeticbes sdao denominados alelos normais mutaveis (ou
intermediarios). Alelos com 36 a 39 repeticbes sdo considerados alelos de
penetrancia reduzida. Repeticdes acima de 39 indicam alelo com penetrancia
completa (Figura 1.6). Para efeito de diagndstico sdo considerados alelos
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expandidos (positivos para DH) aqueles com 36 ou mais repeticbes (POTTER, 2004,
BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014). J& os portadores de alelos intermediarios
(normais mutaveis) sao considerados potenciais transmissores.

O numero de repeticbes CAG além de um limiar normal (> 26 unidades) afeta
a estabilidade genética do gene HTT durante a meiose. Os alelos normais (£ 26
CAG) sao segregados de forma estavel em >99% casos. Alelos intermediérios,
alelos de penetrancia reduzida e os de penetrancia completa podem ser instaveis
durante meiose (BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014). Apesar de a instabilidade
poder ocorrer tanto na meiose materna quanto na paterna, € mais comum na
paterna (DUYAO et al., 1993; TELENIUS et al., 1993).

A tendéncia de expansao de origem paterna € atribuida ao maior nimero de
divisbes mitdticas que precedem a meiose na gametogénese masculina, porém,
outros estagios da espermatogénese, como estagios especificos que possuem
alteracdes dos niveis e atividade de varias proteinas de reparo, também podem
contribuir (PEARSON et al., 2005).

HD allele (= 40)

HD allele with reduced penetrance (36—39)

36

27 Mutable normal allele (27-35)

Normal allele (= 26)

=—
Exon 1

HTT gene
ATG

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

A huntingtina é uma proteina humana grande que compreende mais de 3000
aminoacidos. A regido de glutamina (PoliQ) normalmente contém de 11-35 residuos
de glutamina. Em individuos afetados pela DH, se expande acima de 35 glutaminas
(LI E LI, 2004). A regidoPoliQ é seguida por uma regido de prolina (PoliP) que
provavelmente atua na solubilidade da proteina (CATTANEO et al, 2005).

Além dessas regifes (figura 1.7), pode-se encontrar a regido de motivos
HEAT (este motivo esta presente no fator de alongamento (elongation) da
huntingtina3, na subunidade da proteina fosfatase 2A e na quinaseTOR1),
geralmente envolvidos em interacbes do tipo proteina-proteina e também estdo
presentes em proteinas que desempenham papel no transporte intracelular, na
dindmica dos microtubulos e na segregacdao cromossémica. Além disso, a proteina
contém uma regido carboxiterminal funcionalmente ativa que atua na sinalizacédo de
exportacdo nuclear (NES), o que indica que a proteina, ou pelo menos parte dela,
esta envolvida no transporte de moléculas do nucleo para o citoplasma (IMARISIO et
al., 2008). Estdo presentes também sitios de clivagem por proteases e caspases. A
huntingtina sofre modificacbes pos-traducionais, como ubiquitinizacéo e fosforilacao

em serinas (CATTANEO et al., 2005).
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Figura 1.7: Representacgdo das regides da proteina h  untingtina (CATTANEO, 2005).

Legenda: Qn — regido de poliglutamina;Pn - regido de poliprolina. Quadrado vermelho — regides
HEAT,; Triangulos verdes e laranjas: regibes de clivagem por caspases. B:regido clivada
preferencialmente no cortex. C: regido clivada preferencialmente no estriado. A: regido clivada em
ambas as regides. Triangulos azuis: regides de clivagem por calpainas. Bolinhas azuis e vermelhas:
regido de modificacdes pos traducionais. Circulo verde: Regifes ricas em serina, acido glutamico e

prolina. (CATTANEO, 2005).
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Apesar dos seus residuos de aminoacidos e regibes serem bem descritas,
ainda ndo se conseguiu cristalizar a proteina huntingtina, devido principalmente ao
seu tamanho. Assim ndo conhecemos de fato sua conformacgéo no estado selvagem
ou mutado. Um projeto recente (CASIS PCG HDPCG-1) em conjunto entre a NASA
e The BjorkmanGroupbusca a cristalizacéo da proteina utilizando microgravidade em
uma estacao espacial internacional (NASA, 2014).

A huntingtina selvagem é expressa na maior parte das células do corpo,
sendo mais expressa no cérebro, predominantemente nos neurdnios médios
espinhosos. Dentro das células é encontrada principalmente no citoplasma,
associada as mitocdndrias, complexo de Golgi,reticulo endoplasmatico, vesiculas
sinapticas e componentes do citoesqueleto e uma menor quantidade pode ser
encontrada no nucleo (LANDLES E BATES, 2004; YOUNG, 2003).

O papel molecular preciso da proteina selvagem permanece incerto. Apesar
disso, diversos experimentos com camundongos sugerem que proteina seja
essencial para o desenvolvimento embrionario, desenvolvimento e sobrevivéncia
neuronal, podendo exercer papéis também no trafico de proteinas, transporte de
vesiculas, ancoramento do citoesqueleto, endocitose mediada por clatrinas,
sinalizacdo pds-sinaptica, regulacdo transcricional, metabolismo energético e
apoptose (REINER et al.,, 2003; CATTANEO et al., 2005; KROBITSCHA E
KAZANTSEVA, 2011; NGUYEN et al., 2013; LEE et a, 2013; ISMAILOGLU et al,
2014).

Os mecanismos moleculares desencadeados pela proteina HTT mutante e a
forma como esses mecanismos se relacionam permanecem desconhecidos.
Diversos mecanismos vém sendo propostos para tentar explicar como a HTT
mutante atua na patogénese da DH (DUAN, JIANG E JIN, 2014).

Um dos mecanismos sugere que a proteina mutada sofre protedlise por
caspases liberando fragmentos toxicos que pode levar a ativacdo de outras
caspases e consequentemente morte celular (GOLDBERG et al,. 1996).

Outro mecanismo proposto relata a capacidade que a HTT mutante tem de
formar agregados protéicos com outras moléculas.Estes agregados seriam toxicos
para célula (DIFIGLIA et al., 1997; YANG et al., 2002). Por outro lado, alguns
estudos sugerem que tais agregados seriam uma tentativa da célula de unir
fragmentos sollveis toxicos da proteina mutadae que, além disso, tais fragmentos

induziriam a autofagia de células que possuem esses agregados, o que poderia
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indicar um papel de neuroprotecdo (KUEMMERLE et al.,, 1999; VENTRUTI E
CUERVO, 2007).

Outro estudo diz que a proteina mutante atua de forma a reduzir a quantidade
do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF).Tal fator € responsavel pela
sobrevivéncia e plasticidade neuronal (ZUCCATO et al., 2001). Além disso, a HTT
mutante pode causar um excesso de ativagdo do receptor de glutamato (um dos
principais neurotransmissores do SNC), o que caracteriza um processo de
excitotoxicidade (ZUCCATO E CATTANEO, 2010). Os agregados de HTT mutante
sdo capazes de sequestrar diversas proteinas, entre elas a proteina TOR,
importante reguladora negativa do processo autofagico (RAVIKUMAR et al., 2004).

Um dos mecanismos mais discutidos atualmente € o mecanismo pela qual a
HTT mutante altera o metabolismo energético por meio de estresse oxidativo, déficit
de ATP, ndo armazenamento de calcio e deplecdo mitocondrial (DUAN, JIANG E
JIN, 2014).

A DH causa atrofia gradual do estriado (nucleo caudado e putamen).
Conforme evolucdo da doenca podera ser observada também perda neuronal em
outras regides como: no cortex cerebral (volume global), no globuspallidus, no
talamo, no nucleo talamico, na substancia negra e branca, além do cerebelo
(VONSATTEL, 1985; VONSATTEL E DIFIGLIA, 1998 apud MOHAPEL E REGO,
2011). Os neurdnios mais afetados no estriado sdo 0s neurdnios espinhosos
meédios, que correspondem a cerca de 95% do numero total de neurbnios estriatais
(ALBIN et al., 1989; JOEL E WEINER 1997 apud MOHAPEL E REGO, 2011).

1.2.4 Sintomas, tratamentos e perspectivas

A maior incidéncia da doenca ocorre em individuos adultos com idade entre
35-50 anos. Apenas 10% dos pacientes desenvolvem a doenca antes dos 20 anos,
0 que caracteriza a forma juvenil da doenca (ZUCCATO et al.,, 2010). A forma
juvenil esta normalmente associada a uma expansédo de trinucleotideos CAG maior
gue 60 unidades (ANDRESEN et al., 2006).

A triade clinica classica de sintomas na DH envolve:desordem motora
progressiva; perda cognitiva progressiva e distarbios psiquiatricos (DAYALU E
ALBIN, 2015).
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Apesar de ndo ser a Unica disfuncdo motora, 0 movimento involuntario dos
musculos (coreia) é a caracteristica motora mais evidente da DH. A coreia se inicia
como movimentos aleatorios nas extremidades distais dos musculos (face e pontas
dos dedos, por exemplo) e, com evolucdo da doenca, esses movimentos acometem
uma maior parte dos musculos e tornam-se mais severos (HUNTINGTON, 1872;
ROOS, 2010; DAYALU E ALBIN, 2015).

Outras disfuncbes motoras incluem a disartria (dificuldade na fala, j& que os
muasculos utilizados podem ser afetados), ataxia (falta de coordenacdo nos
movimentos), bradicinesia (movimento dos musculos voluntario de forma lenta),
distonia (contracdo prolongada e rigidez dos musculos) e disfagia (dificuldade na
degluticdo). Disfuncdes motoras sdo uma das principais complicacbes em estagios
finais da doenca. Quedas e ferimentos graves se tornam cada vez mais comum,
enquanto a disfagia contribui com a perda de peso e aspiragcao (DAYALU E ALBIN,
2015). O paciente passa a depender de cuidadores para a execucao de atividades
da rotina diaria.

As funcdes cognitivas também sdo afetadas. A progressiva deméncia causa
no paciente a perda da capacidade de julgamento, planejamento do futuro,
compreensao e memorizagado (ROOS, 2010; ROSENBLATT 2007).

Os disturbios psiquiatricos podem incluir depressao, ansiedade, apatia,
comportamentos obsessivo-compulsivos, vicios, e, ocasionalmente, psicose
(DAYALU E ALBIN, 2015).

Os sintomas clinicos apresentados pelos pacientes com DH sdo semelhantes
ao de diversas doencas de origem genética, como as ataxias espinocerebelares.
Dessa forma o diagnostico molecular é de grande importancia para confirmacgéao do
diagnéstico clinico (SCHNEIDER, WALKER E BHATIA, 2007).

O diagnostico diferencial para DH € necessario quando um paciente
apresenta a combinacédo de disturbios do movimento, declinio cognitivo e alteracdes
comportamentais e tem resultado negativo para mutagcédo do gene HTT. A realizacéo
do diagnostico molecular auxilia no correto aconselhamento genético (MARTINO et
al., 2013).

Doencas com quadros clinicos semelhantes a DH vém sendo descritas e séo
conhecidas como Huntington’sdiseaselike(HDL). Atualmente sédo descritas a HDL1,
HDL2, HDL3 e HDL4 (SCA17) ocasionada por mutacdes, respectivamente nos
genes PRNP, JPH3 e TBP. A causa da HDL3 ainda é desconhecida. Além das
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doencas descritas acima, existem outras que remetem ao quadro clinico da DH
como a atrofia dentatorubropalidolusiana (DRPLA), coreia acantocitose e as ataxias
espinocerebelares (GOVERT E SCHNEIDER, 2013).

A média de duracdo daDH é de 15-20 anos em adultos (MARGOLIS e ROSS,
2003; ROSENBLATT, 2007). Enquanto nos casos de DH juvenil, de 7-10 anos.
Pacientes com a variante de Westphalapresentam os sintomas citados de forma
mais severa (PETERSEN et. al, 1999).

O obito dos pacientes se da principalmente pela ocorréncia de pneumonia por
aspiracdo (ZUCCATO, 2010).

Atualmente ndo existe cura ou tratamentos que retardem o inicio da doenca.
O tratamento atual é paliativo e visa diminuir os sintomas motores e psiquiatricos,
principalmente. Os sintomas cognitivos S80 0S menos responsivos aos
medicamentos. Os medicamentos mais utilizados para coreia séao
Tetrabenazina(que pacientes no Brasil ainda ndo tém acesso) e Amantadina.
Levodopa é utilizado geralmente nos casos de DH juvenil. Antidepressivos e
antipsicoticos sdo utilizados para os distarbios psiquiatricos. Além dos
medicamentos, € indicado aos pacientes com DH acompanhamento por
neurologista, geneticista, fonoaudiologia, fisioterapia e nutricionista (DAYALU E
ALBIN, 2015; KUMAR et al., 2015).

O silenciamento génico € uma potencial estratégia de tratamento da DH. Um
estudo de 2009 revelou que pacientes europeus com DH exibem um conjunto
especifico de SNPs na expansao CAG e esse conjunto de SNPs poderiam ser alvos
para silenciamento genético através de oligonucleotideosantisenso(WARBY et al.,
2009).

Em 2014, um estudo com camundongos avaliou diversos oligonucleotideos
gue tinham como alvo o conjunto de SNPs presentes na expansdo CAG
(SOUTHWELL et al, 2014).

Teve inicio em julho de 2015, a primeira fase do ensaio clinico para teste da
droga ISIS-HTTRx (um oligonucleotideoantissenso) em pacientes europeus e
canadenses caso va para fase Il o ensaio incluird a populagdo dos EUA. Essa droga
foi desenhada para blogueio da expresséao proteina HTT (ISIS PHARMACEUTICAL,
2015).
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1.3 Modificadores genéticos da idade de inicio doen  ¢a de Huntington e
0 gene TBP como modificador

Embora todos aqueles com DH tenham o mesmo tipo de mutacdo, dois
individuos com exatamente o mesmo numero de repeticdes CAG podem apresentar
variacdo na idade de inicio da doenca, além da variada sintomatologia, por isso, é
pouco provavel que apresentem a mesma progressao da doenca ou entdo venham a
Obito ap6s duracéo igual da DH (GUSELLA E MACDONALD, 2009).

O determinante mais critico da idade de inicio da DH é o numero de
repeticdes CAG no gene HTT. O numero de repeti¢des trinucleotidicas CAG explica
aproximadamente 70% da idade de inicio da doenca (RUBINSZTEIN et al., 1997,
DJOUSSE et al., 2003; WEXLER et al., 2004). Os outros 30% s&o atribuidos a
genes modificadores ou fatores ambientais (RUBINSZTEIN et al., 1997).

Uma andlise realizada no Brasil mostrou resultados em que a idade de inicio
e 0 numero de repeticdes CAG estdo correlacionados negativamente em 84% na
amostra brasileira estudada (AGOSTINHO et al., 2012).

Um estudo demonstrou que as variacdes na idade de inicio da doenca nao
explicadas pelas repeticbes CAG do HTT, podem ser atribuidas em 40% a outros
genes e 60% ao ambiente (WEXLER et al., 2004).

Diferentes modificadores genéticos podem atuar em diferentes estagios da
vida e em diferentes fenétipos da doenga (GUSELLA E MACDONALD, 2009).

Um dos primeiros estudos que investigou o efeito modificador na idade de
inicio da DH provocado por um gene localizado em cromossomo diferente do gene
HTT mostrou que o gene GRIK2, responsavel por codificar uma das subunidades do
receptor de glutamato, poderia influenciar em 13% a idade de inicio ndo explicada
pelo numero de repeticbes CAG do gene HTT(RUBINSZTEIN et al., 1997). Mais
tarde, um estudo com 258 pacientes revelou que a regido polimorfica TAA localizada
em 3'UTR de GRIK2 apresentando 16 repeticbes estaria relacionada com a
antecipacdo da doengca em cinco anos em relacdo aqueles que possuiam um
namero de repeticdes TAA diferente (MACDONALD et al., 1999).

Em 2003, LI et al. realizaram um estudo de associacdo do genoma
(GenomewideScan) para verificar possiveis variagbes em comum nos pacientes com
DH. O estudo sugeriu como possiveis modificadores genes localizados em 4pl6,

6p21-23 e 6g24-26. Outro estudo de associacdo de genoma utilizando metodologia
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e populacdes diferentes indicaram como possiveis modificadores genes localizado
em 2p25, 2935, 6022, 5p14 e 5032 (GAYAN et al, 2008).

O gene TBP, localizado no cromossomo 6g27 humano, codifica a proteina de
ligacdo a regido TATA Box (TATA Box BindingProtein), um fator transcricional
necessario para inicio da transcricdo pelas RNA polimerase I, Il e Il (REID et al,
2009).

O dominio N-terminal da TBP é bem conservado, sendo caracterizado por
uma regido de repeticdo de glutamina, codificadas no DNA pelas repeticbes
CAG/CAA. Em humanos, esta regido esta sujeita a variacdo alélica em que 0s
individuos normais possuem até 42 residuos de glutamina. No entanto, em raros
individuos, expansbes acima de 42 residuos de glutamina levam ao
desenvolvimento da doenca conhecida como Ataxia Espinocerebelar 17 ou HDL4
(NAKAMURA et al., 2001), que pode ser utilizada para diagndstico diferencial da DH.

A proteina TBP normal ja foi encontrada em maiores niveis no cérebro de
pacientes com DH juntamente com a huntingtinamutada quando comparados ao
cérebro de pacientes do grupo controle, 0 que sugere que essa proteina pode
exercer um papel no processo da doenga (VAN ROON-MOM et al., 2002).

OHI et al. (2009) forneceram evidéncias de que variagbes no numero de
repeticbes CAG/CAA do gene TBP estdo associadas com risco de esquizofrenia,
idade de inicio e funcao pré-frontal do cérebro.

MONTCEL et al. (2014) propuseram que a idade de inicio de diferentes tipos
de ataxias espinocerebelares (SCA), causadas por expansdes de glutamina (CAG),
poderiam ser influenciadas pelo nimero normal de glutaminas codificadas por outros
genes. Esse estudo revelou que o numero de repeticdes do gene TBPinfluencia na
idade de inicio da ataxia espinocerebelar7 (SCA7).

A busca por modificadores genéticos pode auxiliar no entendimento da
patogénese da DH e oferecer informacdes para o desenvolvimento de novos
farmacos. Além disso, o conhecimento de modificadores genéticos e a forma como
eles alteram a idade de inicio da doenca permitem um melhor aconselhamento
genético (GUSELLA et al, 2014).

Dessa forma, se torna imprescindivel a busca por modificadores genéticos da
doenca que contribuiriam para a variagdo ndo somente da idade de inicio dos

sintomas motores como também de outras caracteristicas fenotipicas da DH.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar as repeticdes trinucleotidicas dos genesHTTe TBP,assim como,
relacionar as repeticdes CAG do gene HTT e CAG/CAA do gene TBP com a idade

relatada de inicio da doenca de Huntington em uma coorte brasileira.

2.2 Objetivos especificos

» Determinar o numero de repeticdes CAG do gene HTT para o diagndstico
da doenca.

» Padronizar técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificagéo da regido CAG/CAA do gene TBP.

» Determinar o numero de repeticdes CAG/CAA do gene TBP.

* Relacionar os dados referentes as repeticbes CAG do gene HTT com os
referentes as repeticbes CAG/CAA do gene TBP e a idade de inicio da doenca.

* Realizar analise intra e intergeracional das repeticbes CAG do HTTe das
repeticbes CAG/CAA do TBP.
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3 MATERIAL E METODOS

Os pacientes foram provenientes de atendimentos no Ambulatério de
Genética do Hospital Universitario Gaffrée Guinle (UNIRIO) e de familias
cadastradas na Associacdo Brasil Huntington, residentes no Estado do Rio de
Janeiro, além daqueles residentes no Estado de Minas Gerais, principalmente da
cidade de Ervalia.

Os individuos foram selecionados segundo 0s seguintes critérios: idade maior
ou igual a 18 anos, quadro clinico semelhante a DH e/ou historico familial da
doenca.

Os pacientes sem histérico familial que possuem o quadro clinico
caracteristico ndo foram excluidos, e os individuos com historico familial e sem o
quadro clinico puderam participar quando expressaram tal desejo, com o devido
apoio psicoterapéutico, ou s6 doaram amostra para pesquisa. Os individuos que
foram testados trouxeram uma solicitacdo médica para a realizacdo do exame
molecular para DH. Menores de 18 anos, individuos de nacionalidade estrangeira e
adotados por suas familias néo fizeram parte deste estudo.

Os pacientes que fizeram parte do estudo assinaram o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” concordando com os termos da pesquisa. Além
disso, durante atendimento foram obtidas e tabuladas as informacdes sobre historico
familial, idade de inicio da doenca e sintomas.

Os heredogramas de cada familia foram construidos utilizando a versao
gratuita do programa GenoPro 2007.

A idade de inicio considerada foi aquela relatada pelo paciente (ou seu
cuidador) como sendo o inicio da manifestacdo de sintomas sugestivos de DH
notado pelo proprio paciente ou familiar. Este projeto foi aprovado pelo CEP HUGG
sob namero 03/2009, segundo MEMO CEP-HUGG 15/20009.

3.1 Coleta de sangue

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

proveniente de raspados da mucosa oral para a analise molecular. O material
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biolégico foi armazenado em geladeira a 4°C até a extragcdo de DNA. Cada paciente

forneceu material em duplicata.

3.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme protocolo do Kit
illustrabloodgenomicPrep Mini Spin, GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra.
Pelo menos duas extracbes de DNA de pacientes, em dias distintos, foram
realizadas.

O método utilizado fez uso de agente capaz de romper as membranas
celulares, havendo posterior ligagdo da molécula de DNAa membrana de silica do
tubo do Kit.

A proteinase K foi utilizada para digestdo das proteinas das amostras, sendo
tal enzima ativa na presenca de EDTA e detergentes. Contaminantes foram
removidos por lavagem da membrana de silica com uma solu¢do contendo etanol.
Finalmente, ao DNA foi adicionado tampao de baixa forca ibnica que rompe a
ligacdo com a silica, permitindo a eluicdodo DNA para posterior utilizagao.

As etapas da extracado podem ser observadas na figura abaixo:

Step Comments Component
1. Blood Cell Lysis Blood cells are lysed by o Lysis buffer type 10
chootrapic salt in Lusis buffer oo
tupe 10, in the presence of Proteinase K

Proteinase K -

2 Genornic DMA  The chaotropic saltin Lysis buffer iustra blood mini
Binding tupe 10 promotes selective column & Cellection
binding of genomic ONA 1o the piba
silica membrane. Denatured
proteins are collected inthe
flowthrough
Lysis buffer type 10

3. Wash Lisis buffer type 10, containing o Lusis buffer type 10
chaoropic salt, removes protein o’
and other contaminants from
mermbrane-baund genomic DMNA

& Wash & Dry Waash buffer tupe & containing  Wash bufferiype &
gthanol removes residual salts -
ond other contamingnis
5. Elution Genomic DA is eluted in o fow  Elution buffer type 5
ianic strength buffer -

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

As regibes genéticas alvo deste estudo foram amplificadas pela técnica de

PCR, utilizando primers especificos.

3.3.1 Amplificacdo da regido CAG do gene HTT

A determinacdo do numero de repeticbes CAG do gene HTT foi feita segundo
protocolo proposto por Agostinho et al (2012), e confirmado por Chris Kay, do
laboratério do Dr. Hayden - Huntington DiseaseResearchGroup, Centre for Molecular
Medicine andTherapeutics (Universityof British Columbia, Vancouver, Canada),
utilizando protocolo descrito em Andrew et al. (1994).

Em relagéo as reacfes de PCR realizadas em nosso laboratério, a primeira
PCR teve o objetivo de amplificar a regiao CAG do gene HTT. Os primersutilizados
foram o HD1-6FAM (senso) e HD3 (antissenso) na concentracdo de 10 pmols/uL
cada (tabela 3.1), além da enzima GoTag® Green Master Mix,Promega,
Wisconsin, EUA, contendo 1,5 mM de MgCl, e 200 uM de cada dNTP, e 20-100 ng
de DNA. As temperaturas utilizadas foram: 1 ciclo 94°C por 5 min, 35 ciclos 94°C por
1 min, 59,1°C por 1 min e 72°C por 2 min, um ciclo final de 72°C por 50 min
(AGOSTINHO et al., 2012).

3.3.2 Amplificacéo da regiao CAG/CAA do gene TBP

Para amplificar a regido CAG/CAA do gene TBPfoi utilizada o segundo tipo de
PCR. Os primers(tabela 3.1) utilizados foram provenientes do estudo de KOIDE et al.
(1999) e o ciclo utilizado descrito em OHI et al. (2009). Os primersutilizados foram o
TBP-F (senso) e TBP-R (antissenso) na concentracdo de 5pmols/uL cada (tabela
3.2), além da enzima GoTagq® Green Master Mix, Promega, Wisconsin, EUA,
contendo 1,5 mM de MgCl, e 200 uM de cada dNTP, e 10-50 ng de DNA.
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Tabela 3.1: Primers utilizados para amplificacdo da regido CAG/CAA do gene TBP

Primer Sequéncia Tamanho
do primer do primer (pb)

TBP-F 5" GACCCCACAGCCTATTCAGA 3 20

TBP-R 5 TTGACTGCTGAACGGCTGCA 3 20

As temperaturas utilizadas foram: 1 ciclo 94°C por 10 min, 30 ciclos de 94°C
por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min e um ciclo final de 72°C por 10 min.

Antes de realizar a reacdo de PCR para amplificacdo de regido de interesse
do gene TBP, foram analisados alguns parametros dos primers descritos pelo
programa online (OligoCalc:
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html): como percentual GC,
temperatura de hibridizac&o, possivel formacao de dimeros e grampos.

Posteriormente,  foi realizada a PCR in  silico no  site
UCSCGenomeBioinformatics(https://genome.ucsc.edu/) para verificagcdo da regiao
amplificada pelos primers.

Vale ressaltar que as condi¢des iniciais do experimento foram testadas in
vitro, tais como: concentracdes de primerse DNA, até se chegar a condicéo ideal de

5pmols/uL de cada primer e aproximadamente 10-20 ng de DNA.

3.4 Deteccéo dos fragmentos ( amplicons) produzidos pela PCR

Apés a PCR, os produtos de amplificagdo (amplicons) foram detectados por
eletroforese capilar por meio da analise de fragmentos no aparelho ABI 3500 da Life
Technologies,AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA.

Os picos dos amplicons obtidos por meio da eletroforese capilar foram
analisados pelo programa GeneMapper SW V4.1do analisador genético ABI 3500.
Os picos de ambas as reacfes foram selecionados manualmente (figura 3.2) de
acordo com alguns critérios:

e O pico principal é acompanhado de 1-5 picos anteriores denominados
stutters.

* O pico principal € aquele que apresenta uma maior intensidade de

fluorescéncia;
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* A diferenca de tamanho em pares de base (pb), entre os stutters e os picos
principais observados, é de 3pb;

» Foram considerados fragmentos inespecificos amplificados aqueles sem a
ocorréncia de stutters.

* No caso de heterozigose, o0 menor alelo (aquele que apresenta um menor
namero de pares de base), geralmente, possui uma maior intensidade de
fluorescéncia quando comparado ao segundo alelo da mesma amostra devido a
facilidade em se amplificar fragmentos com menor numero de repeticdes

trinucleotidicas.

MICROSSATELITE_FIO_GS5_DS33_F441_LEM_LUCIANA-10082014_G01fs3 LEM_LUCIANA-10062014 None =]
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Figura 3.2: Eletroferograma fornecido pelo software GeneMapper.
Legenda:Eixo X: tamanho em pb . Eixo Y: unidades de fluorescéncia (UF). Picos azuis vazios:
Stutters. Picos azuis cheios: picos principais (alelos especificos da PCR).

3.5 Caélculo do numero de repeti¢des trinucleotidica s

3.5.1 Célculo do numero de repeticbes CAG do gene  HTT

O célculo do numero de repeticbes CAG do gene HTT foi realizado como
anteriormente citado em Agostinho et al. (2012) e confirmado por Chris Kay, do
laboratorio do Dr. Hayden - Huntington DiseaseResearchGroup, Centre for Molecular
Medicine andTherapeutics (Universityof British Columbia, Vancouver, Canada),
utilizando protocolo descrito em Andrew et al. (1994).

00000000000000000
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3.5.2 Caélculo da regiao CAG/CAA do gene TBP
Em cada um dos dois alelos do gene TBP, o tamanho empb do
ampliconincluiu a repeticdo trinucleotidica polimérfica, mais duas regides de

hibridac&o dos primers e regido ndo polimorfica do gene TBP (Figura 3.3).

ACTCCCGGAATCCCTATCTTTAGTCCAATGATGCCTTATGGC ACTGGAC THR e G T GUME A C ACC A
ATAGTCTGTCTATTTITGGALGAGC LACARAGGC AGCAGC AGC ARC ARCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGCAAC AGC AACAGCAGCAGCAGC AGC AGC AGCAGCAGC AGC AGC AGC AGCAGCAGT AGT
AGCAGCAGCAACAGGCAGTGEC AGC TGC AGCCGTTC AGE AGTCALCGTCCCAGC AGGCALC AC AGGGARCCTE
AGGCCAGGCACC A AGCTC TTOC AC TC ACAGACTC TC AC AAC TGC ACCC TTGECGGGC ACCACTCCACTGTA

Figura 3.3: Regibes do produto de PCR do gene TBP.

Legenda: Regido rosa: hibridagédo do primer TBP-F (20 pb). Regido azul claro: regiao ndo polimérfica
(49 pb). Pares de base representados em letras vermelhas em negrito: repetiges trinucleotidicas
CAG/CAA (variavel). Regido amarela: hibridagao do primer TBP-R (20 pb).

O numero de repeticdes trinucleotidicas em cada ampliconfoi determinado por
meio da subtracdo do numero total de pbdetectado (A), menos o numero de pb das
regides nao polimorficas (B), menos o nimero de pb da regido de hibridacdo do
primer TBP-F (C) e do primer TBP-R (D). O total da subtragédo foi dividido por 3
(tabela 3.4). Se o resultado era um numero decimal este foi aproximado para uma
unidade acima se maior ou igual a 0,50, e para uma unidade abaixo quando menor
que 0,50.

O numero de repeticdes final pode variar £1 devido a instabilidade da regiao
de repeticdes trinucleotidicas no momento da replicacdo. Além disso, a variacao

pode ocorrer devido a matriz utilizada na analise de fragmento.

Tabela 3.2: Célculo realizado para determinagdo do numero de re
CAG/CAA do gene TBP.
Férmula: (A)-[(B)+(C)+(D)] /3= Nimero de repeticdes CAG/CAA.

peticdes trinucleotidicas

Total do Regido de Regido de NGmero
amplicon Regido ndo hibridacao hibridacao Resultado de de
detectado (pb) polimérfica do primer TBP-F do primer TBP- A-(B+C+D)/3 | repeticoes
A) (8) (pb) R(pb) CAG/CAA
©) (D)

203 49 20 20 114/3 38

3.6 Analise estatistica

Foram utilizados os programas GraphPadPrism6 e SPSS.
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A normalidade dos dados foi analisada por meio dos testes Shapiro-Wilke
D'Agostino & Pearson.

Foi realizada correlacdo de Pearson e regressao linear (simples e mdltipla)
para analise da influéncia do niamero de repeticdes (variaveis independentes) na
idade de inicio dos sintomas motores (variavel dependente).Anova foi utilizada para
verificar a influéncia das variaveis independentes na variavel dependente no modelo
de regressao multipla.

Comparacéo entre grupos foi realizada através do teste t de Student quando
dados eram paramétricos e testeMann—-WhitneyU para dados ndo paramétricos. O

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

Foram coletadas amostras de sangue periférico e/ou mucosa oral de 104
individuos, maiores de 18 anos, residentes no estado do Rio de Janeiro e Minas
Gerais. Dentre eles, 50 eram naturais do Estado do Rio de Janeiro, 40 do Estado de
Minas Gerais, nove de Espirito Santo, dois do Estado de Sdo Paulo, um da Bahia,
um do Maranh&o e um do Para.

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

Dos testados molecularmente para HTT e TBP, 67 apresentavam sintomas
sugestivos de DH (coreia, dificuldade na fala, dificuldade na marcha e/ou rigidez
muscular acompanhado ou ndo de emagrecimento de aproximadamente 10 kg,

episodios de sociofobia) e 37 eram assintomaticos.

4.2 Investigacdo dos alelos HTT

421 Teste molecular de DH nos individuos da amost ra

Dos 104 individuos testados, em relagdo ao gene HTT, 72 apresentaram o
resultado molecular positivo para DH (= 36 repeticdes CAG) e 32 apresentaram o

resultado molecular negativo (< 36 repeticdes CAG) (gréfico 4.1).

Teste Molecular para DH

Hl Positivo
3 Negativo

n =104

Gréfico 4.1: Resultado do teste molecular para diag  noéstico de DH.
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4.2.2 Alelos CAG do gene HTT de individuos molecularmente negativos
para DH

Entre os 32 individuos diagnosticados como molecularmentenegativos para
DH, 29 eram assintomaticos e trés tinham sintomas semelhantes a DH.

Vinte e seis individuos eram heterozigotos e 6 homozigotos. Todos o0s
homozigotos apresentaram 17 repeticdes CAG em cada alelo.

O numero de repeticbes CAG em individuos molecularmentenegativos para
expansfes CAG no HTTvariou de 12 a 30repeticbes com uma meédia de 1914
repeticbes (mediana de 17). O alelo de maior frequéncia entre os normais foi aquele
que apresentava 17 repeticoes CAG.

Em relacdo a classificacdo dos alelos, 94% (60 alelos) foram classificados

como normais e 6% (4 alelos) como normais mutaveis (ou alelos intermediarios).

Frequéncia dos alelos
em
individuos molecularmente negativos para DH

20- Alelos Normais

Alelos Normais
Mutaveis
(Intermediarios)

Numero de alelos detectados
-—
(¢, ]
1

12 14 15 16 17 18 19 20 21 23 25 27 30

Nimero de repeticoes (unidades CAG)

Gréfico 4.2: Nimero de alelos HTT detectados em individuos genaotipicamente negativos para
expansbes CAG (n =64 alelos)
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4.2.3 Alelos CAG do gene HTTde individuos molecularmente positivos
para DH

Entre os 72 individuos diagnosticadosmolecularmente como positivos para
DH, 64 eram sintomaticos e 8 assintomaticos.

Todos os individuos com resultados de testes moleculares positivos para DH
eram heterozigotos, apresentando um alelo expandido (= 36 repeticdes CAG) e outro
nao expandido (< 36 repeticbes CAG).

O numero de repeticbes CAG dos alelos ndo expandidos (cromossomos
normais) em individuos molecularmentepositivos para DH variou de 14 a 30
repeticdes, com uma média de 19+4 e mediana de 17. O alelo normal com maior
frequéncia apresentou 17 repeticdes.

As repeticdes CAG nos alelos expandidos variaram de 39 a 62 repeticoes,
(média 45 *4, mediana 44). Os alelos expandidos com maior frequéncia
apresentaram 44 repeticoes CAG.

Em relagéo a classificacdo dos alelos ndo expandidos, 94% (68 alelos) foram
classificados como normais e 6% (4 alelos) como normais mutaveis (intermediarios).
Ja entre os expandidos, 1% (1 alelo) foi classificado como alelo de penetrancia

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

Frequéncia dos alelos
em
individuos molecularmente positivos para DH

w
(3,
»

Alelos Ndo Expandidos Alelos Expandidos

w
o
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N
0
»

Penetrancia
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Normal
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! Normal |Penetrancia
Mutavel Reduzida
I(Intermed iario)

—
(4, ]
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-—
o
»

Numero de alelos detectados
(3, ]
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Graéfico 4.3: Numero de alelos HTT detectados em individuos genotipicamente positivos para

expansfes CAG (n =144 alelos; 72 normais e 72 expan didos).
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Em relacédo a suspeita de transmissao do alelo expandido, dos 72 individuos
diagnosticadosmolecularmente como positivos, cinco individuos n&o souberam
informar qual progenitor (pai ou méae) era afetado, pois ndo tinham esta informacao
devido ao Obito precoce dos pais; 31 individuos informaram ser o alelo mutado de

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

Transmissao relatada
do alelo expandido

Bl Materna
3 Paterna
E N3&o sabe

n =72

Gréfico 4.4: Transmissao relatada do alelo expandid  o.

4.2.4 Influéncia das repeticbes CAG do gene  HTT na idade de inicio da
DH

Dentre os 72 individuos diagnosticadosmolecularmente com DH, 64 eram
sintomaticos e tiveram a idade de inicio relatada. Essa idade variou de 18 a 67 anos,
com uma média de 42 £10 anos.

A correlagdo encontrada entre o tamanho dos alelos CAG e a idade de inicio
da DH foi estatisticamente significante, sugerindo correlacdo forte e negativa entre
as variaveis (r de Pearson = - 0,81; p<0,0001). Além disso, 0 numero de repeticdes
CAG em nossa amostra explica 66% (R*=0,66; p<0,0001) da variacdo na idade de
inicio (gréfico 4.5).



Influéncia do numero de repeticées CAG
na idade de inicio da DH
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Gréfico 4.5: Influéncia do nimero de repeticbes CA G expandidas do gene HTT na idade de

Numero de repeticdes (unidades CAG)

inicio da doenca (n=64).

4.3 Investigacao dos alelos TBP

4.3.1 Analise dos primerse da PCR

46

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

possuiam um percentual GC de 55% e temperatura de hibridizacdo de 60.5°C. Além

disso, nenhum dos primers possuia potencial para formacdo de estruturas

secundarias como 0s

dimeros e hairpins (figuras 4.1 e 4.2).
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Enter Oligonucieolide Sequence Below Enter Dligonudectide Saquance Below

0D calciations ave for single-stranded DNA of RNA 0D cafcutahions ane for stngle-stranded DNA of RNA
Nuclegtide base codes Nycleots g S

GAC OCC ACA GCC TAT TCR GA ITG ACT GCT GAR CGG CIG CA

Reverse Complement Strand(='to 3] is

ICT GAR TAG GCT GG G65 TC

ICT GaR IAG

&' modification (It any 3 modification (f any) Select molocule i 3 modificstion (fan Bl Triolecy
v v |ssDNA v v v | [ssDHA v
50 o e . 50] nbd Primes
) easured Absorpance sl Jo0 nanometers 1| Measurad Absorbance al 260 nanomaters
50] mid < 50] mi Satt (Na”
Physical Constants detting Temperatura (Ty) Calculations Physical Constants Meiting Temparatura (T,y) Calculations
Lengih 20, Molec oht 603114 GC confent 5% 1 53.8 °C (Basic Length 20, Moleculas Weight 61334 6C content S51% -1 538
1l of a soin with an Absortance of 1 at 260 nm 2 G057 CiRaR M 2 605
Al cé i T 1 mi of & sol'n with an ABisorbance of 1 at 260 nm i -
3 5245/ 'C v n .
i 4,789 microbolar & and contains .0 R Is 4759 microMolar £ and cantains 29.2; micrograms. 2 STA3)7c
rmodynamic Constants Conditions: 1 Clat 25°C atpHT.
RInk 33.404) cal*K* mol debat 167 4| Kealimol

A B

Figura 4.1: Analise dos parametros % CG e temperatu  ra dos primers por meio do programa
OligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotoo Is/oligocalc.html).
Painel A: primer foward. Painel B: primer reverse

Minimum base pairs required for single primer sell-dimerization: 5 Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5
Minimum base pairs required for a hairpin: 4. Minimum base pairs requirad for a hairpin: &
Potential hairpin formation : Potential hairpin formation :

Hone ! Hone !

3' Complementarity:

Home !

All potential self-annealing sites are marked in red (allewing 1 mis-match): AdLsputedtisl et ament Loy akbes: avp uanted ke, {Rliy-ksantan)

Hone !
lone !

Figura 4.2: Andlise dos potenciais de formacdo ded  imeros e grampos pelos primers no
programa OligoCalc(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligoca Ic.html).
Painel A: primer foward. Painel B: primer reverse

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

regido de interesse do estudo (figura 4.3):

>chr 6:170870938+170871140 203bp GACCCCACAGCCTATTCAGA TTGACTGCTGAACGGCTGCA

GACCCCACAGCCTATTCAGAacaccaat agt ct gt ct at t t t ggaagagc
aacaaaggcagcagcagcaacaacaacagcagcagcagcagcagcagcag
caacagcaacagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagca
gcagcagcagcagcagcaacaggcagt ggcagc

Figura 4.3: PCR in silico no site UCSC Genome Bioinformatics(https://genome.  ucsc.edu/)
Legenda: Regido amarela: primer foward. Regiéo rosa: primerreverse. Regido cinza: repeticdes
CAG/CAA do gene TBP
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Na primeira PCR utilizou-se o ciclo ja descrito na secdo 3.3.2 com 10
pmols/uL de primer e 20-100 ng/uL de DNA aproximadamente. Sob essas condi¢bes
os eletroferogramas apresentaram picos com “estouro de sinal”. Com isso, foram
realizadas algumas variagcoes na concentracdo de DNA e primer. De tais variagoes,
a que determinou melhor resultado foi a reagdo em que utilizamos 5pmols/uL de
primer e aproximadamente 10-50 ng/uL de DNA aproximadamente (figura 4.4)

Figura 4.4:Eletroferogramas dos ampliconsreferentes as regifes polimoérficas CAG/CAA do
gene TBP.
Legenda: Os picos principais estdo marcados em azul.

4.3.2 Alelos TBP de individuos molecularmente negativos e positivos
para DH

Os alelosTBP de individuos molecularmente negativos para DH, em relacéo
as repeticoes CAG/CAA variaram de 27 a 37 repetigcbes, com um valor médio de 33
* 2 repeticdes (mediana 34). Sendo o alelo mais frequente aquele com 34 repeticdes
CAG/CAA (grafico 4.6).

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

heterozigota para os alelos do gene TBP.
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Frequéncia dos alelos TBP
em
individuos negativos para DH

Numero de Alelos Detectados

27 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Numero de Repeticoes CAG/CAA

Graéfico 4.6: Numero de alelos TBP detectados em individuos genotipicamente negativos para
DH (n = 64 alelos).

Os alelosTBP de individuosmolecularmente positivos para DH possuiam de
23 a 38 repeticbes, com um valor médio de 34 + 2 repeticbes e mediana de 34. O
alelo mais frequente mostrou 36 repeticdes CAG/CAA (gréfico 4.7).

A maioria dos individuos molecularmentepositivos (81%) era heterozigota
para o alelo TBP.

Frequéncia dos Alelos TBP
em
Individuos Positivos para DH

40-
30-
20-

10+

Numero de Alelos Detectados

23 26 27 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Nuamero de Repeticoes CAG/CAA

Gréfico 4.7: Numero de alelos TBP detectados em individuos genotipicamentepositivosp ara
DH (n=144).
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A comparacdo entre os grupos de individuos molecularmente positivos e
negativos para DH mostrou que ndo existe diferenca significante entre o numero de
repeticbes CAG/CAA dos alelos TBP entre os grupos estudados (p>0,05) (grafico
4.8).

Comparagao do numero de repeticoes CAG/CAA
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Gréfico 4.8: Comparacao das medianas dos nimeros de repeticdes CAG/CAA dos alelos TBP
entre individuos diagnosticados molecularmente como negativos e positivos para DH.
(p>0,05) (n=144 alelos positivos, n=64 alelos negativos)

4.3.3 Influéncia das repeticbes CAG/CAA do gene  TBPna idade de inicio
da DH

A correlacao entre o maior numero de repeticoes CAG/CAA do alelo TBP e a
idade de inicio da DH relatada por 64 individuos diagnosticadosmolecularmente
como positivos para DH, revelou que ndo existe associacdo e nem influéncia
significativa (p>0,05) do alelo TBP com maior nimero de repeticdes CAG/CAA na

idade de inicio da doenca (grafico 4.9).
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Influéncia das repeticoes CAG/CAA
na idade de inicio
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r=20,20
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Idade de Inicio
H
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30 32 34 36 38 40

Numero de Repeticoes CAG/ICAA

Gréfico 4.9: Influéncia do ndmero de repeticdes CAG  /CAA do maior alelo  TBP na idade de
inicio da DH(n=64).

A comparacéo, entre idade de inicio da DH em individuos que possuem pelo
menos um dos alelos com <35 repeticdes CAG/CAA, com a idade de inicio da DH
em individuos com alelos que somente possuem >35 repeticbes (grafico 4.10),
revelou que individuos com >35 repeticdes possuem uma tendéncia a uma idade de

inicio mais tardia apesar dessa tendéncia ndo ser estatisticamente significante

(p>0,05).

Comparacao da idade de inicio
entre individuos afetados pela DH
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Gréfico 4.10: Comparacéo entre idade de inicio de i  ndividuos afetados pela DH que possuem
pelos menos um dos alelos com <35 repeticbes CAG/CAA e individuos com >35 repeticd  es
CAG/CAA em seus dois alelos. (p>0,05, n de individuos com <35 repeti¢cdes = 31; n de individuos
com >35 repetic6es=33)
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4.3.4 Genotipos TBP

Em relacdo aos gendtipos TBP de individuos molecularmentenegativos para
DH, foram identificados 18 genotipos diferentes (Tabela 4.1). Os gendtipos mais
frequentes nesses individuos, sendo apresentados por quatro individuos cada, foram
(CAG/CAA)33 /(CAG/CAA)34e(CAG/CAA)34/(CAG/ICAA)36. A frequéncia relativa desses
genaotipos representa 26% do total.

Entre os molecularmentepositivos para DH, foram identificados 29 gendtipos

diferentes (tabela 4.2). Sendo o mais frequente o0 gendtipo (CAG/CAA)z4/

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

genatipos totais.

Individuos molecularmentepositivos para DH, com mesmo gendtipo TBP e
com idade de inicio relatada, apresentaram variacdo entre si na idade de inicio da
DH (tabela 4.2).

Tabela 4.1:Frequéncia de genétipos dos alelos ~ TBP de individuos molecularmente negativos

para DH
Genétipo Frequéncia Frquéncia
Absoluta Relativa (%)
(CAG/CAA),7 /(CAGICAA)3, 1 3
(CAG/CAA),7/ (CAGICAA)36 2 6
(CAG/CAA) 9 /(CAGICAA)s7 1 3
(CAG/CAA)30 /(CAGICAA)36 1 3
(CAG/CAA)3; /(CAGICAA)33 1 3
(CAG/CAA)3, I(CAGICAA)33 1 3
(CAG/CAA)3;/ (CAGICAA)34 2 6
(CAG/CAA)33 /(CAGICAA)33 1 3
(CAG/CAA)33 /(CAGICAA)34 4 13
(CAG/CAA)33 /(CAGICAA)3s 2 6
(CAG/CAA)3, /(CAGICAA)34 3 9
(CAG/CAA)34/ (CAGICAA)3s 3 9
(CAG/CAA)34 /(CAG/ICAA)36 4 13
(CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)3s 1 3
(CAG/CAA)35 /(CAG/ICAA)36 2 6
(CAG/CAA)35 /(CAG/ICAA)3; 1 3
Total 32 100%
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Tabela 4.2: Frequéncia de gendtipos dos alelos ~ TBP de individuos molecularmente positivos
para DH e a idade de inicio para cada genotipo

Genétipo Frequéncia Frquéncia Idade de Inicio da DH
Absoluta Relativa (%)
1) (CAG/CAA),3 /(CAG/CAA)sg 1 1 47
2) (CAG/CAA),; [(CAG/CAA)3, 1 1 40
3) (CAG/CAA),;/ (CAG/CAA)z3 1 1 44
4) (CAG/CAA),; /(CAG/ICAA)3, 2 3 50 | 50
5) (CAG/CAA),; [(CAG/CAA)3¢ 1 1 54
6) (CAG/CAA),/ (CAG/CAA)3g 1 1 -
7) (CAG/CAA)3 /(CAGICAA)35 1 1 50
8) (CAG/CAA)z0/ (CAG/CAA)36 1 1 54
9) (CAG/CAA);; [(CAGICAA)34 1 1 40
10) (CAG/CAA)z;/ (CAGICAA)3s 2 3 35 | 38
11) (CAG/CAA)3; [(CAG/ICAA)s3 1 1 38
12) (CAG/CAA)3; [(CAG/CAA)z4 2 3 35 |43
13) (CAG/CAA)3; [(CAG/ICAA)ss 1 1 42
14) (CAGI/CAA)s,/ (CAGICAA)3, 1 1 38
15) (CAG/CAA)3; [(CAG/ICAA)sg 1 1 43
16) (CAG/CAA)33/(CAG/CAA)s3 5 7 - [ 25132
17) (CAG/CAA)33/ (CAGICAA)34 3 4 24 | 28 | 40
18) (CAG/CAA)33/(CAG/ICAA)ss 5 7 - [ 35]138]|50]53
19) (CAG/CAA)33/(CAGICAA)z6 6 8 - [32]139]36]|50]|56
20) (CAG/CAA)33/(CAG/ICAA)3, 1 1 55
21) (CAG/CAA)34/(CAG/ICAA)3s 9 13 - - - 12813240 (41 |45 51
22) (CAG/CAA)34/(CAG/CAA)3g 8 11 22 | 40 | 41 |42 | 44 | 45 | 55 | 67
23) (CAG/CAA)34/(CAG/CAA)3, 1 1 40
24) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)3s 2 3 18 | 32
25) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)3g 3 4 22 | 53 | 60
26) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)3, 1 1 25
27) (CAG/CAA)35 /(CAG/CAA)3g 1 1 42
28) (CAG/CAA)35/(CAG/CAA)3g 7 10 - | 34|46 |48 |53 | 46 | 55
29) (CAG/CAA)35/(CAG/CAA)3, 2 3 36 | 43
Total 72 100%

Tabela 4.2 : (-) individuos assintomaticos ou que ndo souberam relatar a idade de inicio dos

sintomas, com diagnéstico molecular positivo para DH.

4.4 Correlagdo entre o numero de repeticdes CAG dos

CAG/CAA dos alelos TBPe a idade de inicio da DH

4.4.1 Regressao multipla

alelos HTTe

Quando adicionamos a um modelo de regressdo multipla as variaveis
alelo HTT),

tbp_menor (menor alelo TBP) e tbp_maior (maior alelo TBP), sendo a variavel

independentes htt_maior

(maior alelo HTT),

htt_menor

(menor
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dependente a idade de inicio da doenca relatada pelo paciente ou cuidador,
observamos que o modelo com as variaveis adicionadas para regressdo explica
66% da idade de inicio da Doenca de Huntington (R* = 0,66;p<0,0001) (tabela 4.3).
Apesar disso, a Unica variavel significativa (p <0,0001) para o modelo foi a
htt_maior(maior alelo HTT)(tabela 4.4).

Tabela 4.3: Valores obtidos pelo modelo de regressd o

R? R? ajustado F Significancia

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

Tabela 4.4: Coeficientes de regresséo e nivel de si  gnificancia.

Variavel Independente B t Sig(gif\i/(;?gr():ia
htt_menor -0,275 -1,224 0,226
htt_maior -1,787 -10,256 <0,0001

tbp_menor -0,208 -0,638 0,526
tbp_maior 0,667 0,961 0,341

4.4.2 Genotipos HTT e TBP associados

Quando associamos os alelos do gene HTT com os alelos do gene TBP, de
individuos molecularmentenegativos para DH, foram encontrados 31 genotipos
diferentes (tabela 4.5). @] genotipo (CAG)17(CAG)1gHTT/
(CAG/CAA),7(CAG/CAA)3:TBP foi apresentado por dois individuos, todos os outros
genaotipos com outras combinacdes de alelos HTT e TBPforam apresentados por

apenas um individuo molecularmente negativo.



Tabela 4.5:Frequéncia de gendétipos dos alelos
molecularmente negativos para DH

HTT e alelos TBP associados,em individuos
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Genoétipo HTT Genotipo TBP F;%ilé?gga ;;Tgtlijve;?fﬁ )
(CAG)12/ (CAG)1; | (CAGICAA)s/ (CAG/CAA)m 1 3
(CAG)14 (CAG)s, | (CAGICAA)s/ (CAGICAA)5, 1 3

(CAGICAA)s1 | (CAGICAA)5, 1 3

(CAG)s/ (CAC) [ (CAGICAAYs [ (CAG/CAA)s: 1 3
(CAG)1s/ (CAG)1s | (CAG/CAA)s;/ (CAGICAA)ss 1 3
(CAGICAA)o / (CAG/CAA)5 1 3

(CAGICAA)5 / (CAG/CAA)56 1 3

(CAGICAA)53/ (CAGICAA),, 1 3

(CAC) [ (CAG)7 = (CAGICAAY)ss/ (CAGICAAYs: 1 3
(CAGICAA)5,/ (CAGICAA),, 1 3

(CAG/CAA)5,/ (CAG/CAA)56 1 3

(CAGICAA),, | (CAG/CAA),, 1 3

(CAG/CAA)53/ (CAGICAA) 55 1 3

(CAG)7/ (CAG)s [~ (CAGICAA)ss/ (CAGICAA)s, 1 3
(CAGICAA)5,/ (CAGICAA),, 1 3

(CAGICAA),, | (CAG/CAA)5 2 6

(CAC)17/ (CAGKs ™ (EAGICAA) s/ (CAGICAA)s 1 3
(CAGICAA),: 1 (CAGICAA)s 1 3

(CAG)17/ (CAG)xs | (CAGICAA)s:/ (CAGICAA) 1 3
(CAG/CAA)ss/ (CAGICAA) s 1 3

(CAGICAA)s, (CAGICAA)5, 1 3

(CAG)17 (CAC)ot = (CAGICAA).e/ (CAG/CAA)s, 1 3
(CAG)17/ (CAG)rs | (CAGICAA)ss/ (CAGICAA)ss 1 3
(CAG)17/ (CAG)yy | (CAGICAA)s:/ (CAGICAA)s 1 3
(CAG)17/ (CAG)ss | (CAGICAA)s/ (CAGICAA)s 1 3
(CAG)1s/ (CAG)1s | (CAG/CAA)s,/ (CAGICAA)ss 1 3
(CAG)15/ (CAG)s | (CAGICAA)s:/ (CAGICAA)5s 1 3
(CAG)1s 7 (CAG)s | (CAGICAA)s,/ (CAGICAA)ss 1 3
(CAG)ss / (CAG)ss | (CAGICAA)s./ (CAGICAA)ss 1 3
0

Total

w
N

[N
o

Entre os individuos positivosmolecularmente para DH, com relacéo aos alelos

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

diferentes (tabela 4.6), sendo o mais frequente o genétipo (CAG)17(CAG)4/

(CAG/CAA)35(CAG/CAA)3s apresentado por trés individuos. O segundo genotipo
mais frequente foram os genotipos (CAG)17(CAG)s/ (CAG/CAA)33(CAG/CAA)zg,
(CAG)17(CAG)44/(CAG/CAA)34(CAG/CAA)35
(CAG)20(CAG)43/(CAG/ICAA)34(CAG/CAA)36 apresentados por dois individuos cada.

e



Tabela 4.6: Frequéncia dos genétipos dos alelos

TBP e HTT associados, em individuos
molecularmente positivos para DH e idade de inicio
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- - Frequéncia Frequéncia Idade de Inicio
Genotipo HTT Genotipo TBP Absoluta | Relativa (%) da DH
(CAG)14/ (CAG)s | (CAGICAA),;/ (CAG/CAA)z 1 1 54
(CAG)14/ (CAG)4 | (CAGICAA)z,/ (CAG/CAA)zs 1 1 41
(CAG)14/ (CAG)s, | (CAGICAA)z;/ (CAG/CAA)ss 1 1 35
(CAGICAA),/ (CAG/CAA)z, 1 1 40
(CAG)15/ (CAG)as | (CAGICAA)z3/ (CAG/CAA)s, 1 1 40
(CAGICAA)3/ (CAGICAA) 5 1 1 53
(CAGICAA)s, /| (CAGICAA); 1 1 38
(CAG)1s/ (CAG)is ™ (CAGICAA)s | (CAGICAA)ss 1 1 43
(CAGICAA),;/ (CAGICAA) 5 1 1 47
(CAG)1s/ (CAG)as [~ (CAGICAA) s/ (CAGICAA)=, 1 1 32
(CAGICAA),;/ (CAGICAA),, 1 1 50
(CAG)17/ (CAG)i0 = (CAG/CAA) w0/ (CAGICAA)s, 1 1 54
(CAGICAA)3/ (CAGICAA) 5 1 1 50
(CAGICAA)34/ (CAGICAA) 5 1 1 55
(CAC)/ (CAB)a = (CAG/CAA) s/ (CAGICAA), 1 1 60
(CAGICAA)z6/ (CAGICAA)z6 3 4 53 | 55 | 55
(CAGICAA)s; | (CAGICAA) s 1 1 38
(CAG/CAA)3;/ (CAG/CAA)zs 1 1 50
(CAG)7/ (CAG)s» | (CAGICAA)z;/ (CAG/CAA)z6 2 3 50 | 56
(CAG/CAA)3;/ (CAG/CAA)S, 1 1 55
(CAG/CAA)34/ (CAG/CAA)zs 1 1 42
(CAGICAA),; | (CAG/CAA)3, 1 1 50
(CAGICAA)3, | (CAG/CAA)z, 1 1 43
(CAG)7/ (CAG)ss | (CAGICAA)z,/ (CAG/CAA)z 1 1 45
(CAG/CAA)34/ (CAG/CAA)S, 1 1 40
(CAG/CAA)z5/ (CAG/CAA)zs 1 1 53
(CAG/CAA)3;/ (CAG/CAA)zs 1 1 38
(CAG/CAA)3;/ (CAG/CAA)z6 1 1 39
(CAG)7/ (CAG)as = (CAGICAAYs./ (CAG/CAA): 2 3 41 | 45
(CAG/CAA)z4/ (CAG/CAA)zs 1 1 -
(CAGICAA);/ (CAGICAA) 5 1 1 36
(CAC)w/ (CAG)as |~ (CAGICAA)s/ (CAGICAA)s, 1 1 43
(CAG/CAA)3; | (CAG/CAA)z4 1 1 40
(CAG)1s/ (CAG)is = (CAG/CAA)ss/ (CAGICAA)ss 1 1 39
(CAG)19/ (CAG)ss | (CAGICAA)ss/ (CAG/CAA)zg 1 1 42
(CAG)19/ (CAG)s; | (CAGICAA)ss/ (CAG/CAA)ss 1 1 18
(CAG),0/ (CAG)ss | (CAGICAA)z,/ (CAG/CAA)z6 2 3 40 | 44
(CAG),o/ (CAG)sg | (CAGICAA)z3/ (CAG/CAA)s; 1 1 -
(CAG),0/ (CAG)ss | (CAGICAA)z,/ (CAG/CAA);s 1 1 -
(CAG),/ (CAG)as | (CAGICAA)z;/ (CAG/CAA)ss 1 1 -




57

(CAG/CAA)34/ (CAG/CAA)5 1 1 32
(CAG)os/ (CAG)ss = (CAGICAA) s/ (CAGICAA)s, 1 1 36
(CAG),9/ (CAG)ss | (CAGICAA)z,/ (CAG/CAA)ss 1 1 40
(CAG)so/ (CAG)s; | (CAGICAA)z;/ (CAG/CAA)a, 1 1 28
Total 72 100

Tabela 4.6 : (-) individuos assintoméaticos ou que ndo souberam relatar a idade de inicio dos

4.5 Andlises intra e intergeracional das repeticoes CAG

sintomas, com diagnéstico molecular positivo para DH.

e CAG/CAA dos alelos TBP

dos alelos HTT

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

investigados,

foram construidos dezenove heredogramas nos quais foram

representados 79 individuos investigados (figuras 4.6 a 4.24). S6 foram construidos

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

individuo era o Unico investigado da sua familia, tal individuo ndo teve um

heredograma construido. As legendas para os simbolos dos heredogramas estéo na

figura 4.5 abaixo.

O - Mulher Normal

D- Homem
() |I| - Relatada ou relatado
como afetado
@ H - Afetado ou efetada
(investigado molecularmente)
X — Falecido

L 1L L IV, V — Geragdce da Familia

(n) - Identidede do individuo

5d
§d
oful

// - Divorcio
/ - Separado de fato

- Casamento

- Irmaos Gémeos (monozigoticos)

Irm&os Gémeos (dizigdticos)

n/n (superior}— Numero de repeticbes CAG do gene HTT
n/n (inferior) - Numero de repetigées CAG do gene TBP

Figura 4 .5: Legenda para os simbolos dos heredogramas
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Figura 4.17:Heredograma dos individuos 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61 e 68.
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Figura 4.20: Heredograma dos individuos 63, 67 e 86

0 o O O O F 0O

(092) (091)
25/45 15/25
36/37 29/37

4

v
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A andlise intergeracional (entre geracdes) dos alelos HTT expandidos (= 36
CAQG) (tabela 4.7) mostra que os casos de contracdo (-1 e -2) das expansdoes CAG
ocorreram na maioria das vezes quando a transmissao era materna, enquanto 0s
casos de maiores expansdes (+8 e +12) entre geracbes ocorreram quando a

transmissao do alelo expandido foi de origem paterna.

Tabela 4.7: Andlise intergeracional dos alelos  HTT expandidos

Alelo Alelo Alelo Alelo Diferenca
Heredograma | Transmissdo |expandido [expandido |expandido |expandido | (pai/mae
(Pai/ Mae) (Filho) (Filho) (Filho) para filho)
Figura 4.8 Materna 41 40 -1
Figura 4.13 Paterna 39 51 +12
Figura 4.14 Paterna 42 45 44 43 +1;+;2 €
Figura 4.15 Materna 51 54 49 -2e+3
Figura 4.16 Materna 43 44 44 41 2e+1
Figura 4.17 Paterna 41 49 +8
Figura 4.23 Paterna 45 44 -
Figura 4.24 Paterna 41 41 0

A andlise intrageracional (entre irméos) dos alelos HTT expandidos (= 36
CAG) (tabela 4.8) mostra que na maior parte dos casos 0 numero de repeticoes
entre irmaos apresentava uma variacdo de no maximo de 3 unidades CAG. Apenas
em trés casos da analise intergeracional essa diferenca foi maior (5 CAG, 12 CAG e
18 CAG). Nesses ultimos casos, a maior diferenca entre irméos (12 e 18 CAG) se

deu quando a transmisséo foi paterna.

Tabela 4.8: Andlise intrageracional (entre irmédos)  dos alelos HTT expandidos

Suspeita de Alelo Alelo Alelo Alelo Alelo Alelo
Heredograma ) expandido | expandido | expandido |expandido |expandido |expandido | Diferenca

Transmissdo | (irmao) (Irmao) (Irmao) (Irmao) (Irmao) (Irmao)
Figura 4.7 Paterna 46 46 0
Figura 4.10 Paterna 45 43 45 Oou?2
Figura 4.11 Paterna 46 46 44 Oou?2
Figura 4.12 Paterna 62 44 18
Figura 4.14 Paterna 45 45 44 43 0,1ou?2
Figura 4.15 Materna 54 49 5
Figura 4.16 Materna 40 43 43 Oou3
Figura 4.16 Materna 44 44 41 Oou3
Figura 4.16 Materna 44 44 0
Figura 4.17 Paterna 41 41 0
Figura 4.17 Paterna 42 43 43 42 42 42 Ooul
Figura 4.19 N&o sabe 43 44 43 Ooul
Figura 4.20 Paterna 56 44 12
Figura 4.24 Materna 41 41 0
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N&o foi possivel realizar analise intergeracional dos alelos do gene TBP, ja

gue nos casos apresentados para a analise nao foi possivel determinar de forma

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

Tabela 4.9: Andlise intergeracional dos alelos  TBP
Pai Mée Filho 1 Filho 2 Filho 3 Filho 4 Filho 5
Heredograma Alelo 1 AIeI(_) 2 Alelo 1 AIeI(_) 2 Alelo 1 AIeIL_) 2 Alelo 1 AIeIL_) 2 Alelo 1 AIeI(_) 2 Alelo 1 AIeI(_) 2 Alelo 1 AIeI(_) 2
(Menor) (Maior) | (Menor) (Maior) | (Menor) (Maior) | (Menor) (Maior) | (Menor) (Maior) | (Menor) (Maior) | (Menor) (Maior)

Figura 4.8 30 35 29 30 29 30

Figura 4.10 32 34 33 33

Figura 4.13 34 35 33 34 33 35

Figura 4.14 36 37 34 36

Figura 4.14 33 36 33 36 36 36 35 35

Figura 4.15 33 34 34 35 33 33 34 35

Figura 4.16 27 34 27 32 33 34 27 34

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

Figura 4.17 36 36 35 37 33 34

Figura 4.18 30 36 30 36

Figura 4.23 33 36 33 35

Figura 4.24 36 36 34 36

A analise intrageracional dos alelos TBP mostra que na maioria dos casos 0

maximo de diferenca entre os alelos TBP entre irmdos foi de 2 unidades de

repeticbes CAG/CAA, mas a maior diferenca encontrada foi de 7 repeticdes (tabela

4.10).




Tabela 4.10: Analise intrageracional (entre irmaos)

dos alelos TBP
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Irméo 1 Irméo 2 Irméo 3 Irméo 4 Irméo 5 Irméo 6 Diferenca
Heredograma Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2
(Menor) | (Maior) (Menor) | (Maior) (Menor) | (Maior) (Menor) | (Maior) (Menor) | (Maior) (Menor) | (Maior) (Menor) (Maior)
Figura 4.6 34 35 34 35 0 0
Figura 4.7 33 33 31 34 2 1
Figura 4.8 29 30 29 30 0 0
Figura 4.9 32 34 32 34 0 0
Figura 4.10 32 33 32 34 34 35 Oou?2 lou2
Figura 4.11 32 38 32 37 32 35 0 1,20u3
Figura 4.12 35 36 33 36 2 0
Figura 4.14 36 37 33 36 36 36 35 35 0,10u3 0,10u2
Figura 4.15 34 34 35 35 1 1
Figura 4.15 34 35 33 33 34 35 1 Oou?2
Figura 4.16 27 34 27 34 27 33 0 Ooul
Figura 4.16 27 32 33 34 27 34 Ooub Oou?2
Figura 4.16 27 36 34 36 34 35 27 36 27 36 Oou7 Ooul
Figura 4.16 33 35 34 36 34 34 Ooul lou2
Figura 4.17 35 36 36 36 1 0
Figura 4.17 34 36 34 37 34 36 33 35 33 36 33 37 Ooul 0,1o0u2
Figura 4.17 35 37 33 34 2 3
Figura 4.19 34 36 36 36 34 36 Oou?2 0
Figura 4.20 34 36 35 35 34 35 Ooul Ooul
Figura 4.21 36 37 29 37 7 0
Figura 4.22 33 34 34 35 1 1
Figura 4.24 36 36 36 36 0 0
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5 DISCUSSAO

5.1 Investigacdo do numero de repeticdes dos alelos HTTe sua
influéncia na idade de inicio da DH

Os resultados envolvendo o nimero de repeticdes CAG do gene HTT de uma
mesma populacdo podem apresentar diferencas, o que pode ser explicado
principalmente pelas diferentes técnicas utilizadas em cada laboratério. Uma
possibilidade que pode explicar a variagdo na determinacdo do numero de
repeticbes CAG por analise de fragmentos é o uso de diferentes matrizes
eletroforéticas (WILLIAMS et al.,1999).Um estudo publicado por QUARREL et al.
(2012) mostrou que das 1326 amostras analisadas, houve discrepancia ho numero
de repeticoes CAG em 51% dos casos.

N&o existe um consenso mundial da variagdo aceita na determinagdo do
namero de repeticbes CAG do HTT. The European Molecular GeneticsQuality
Network (EMQN) aceita variacbes de +1 para alelos com até 42 CAG e para 0s
alelos maiores que 42 varia¢des de +3 sdo aceitas (LOSEKOOT et al., 2013). Ja o
American Collegeof Medical GeneticsandGenomics Standards andGuidelines aceita
variacfes de +2 CAG para alelos com menos de 50 CAG, £3 CAG para alelos com
repeticbes de 50 até 75 e x4 CAG para alelos com mais de 75 repeticoes CAG
(BEAN E BAYRAK-TOYDEMIR, 2014).

Neste estudo, em individuos molecularmente negativos para DH, o nimero de
repeticdes CAG do gene HTT variou de 12 a 30 repeticdes com uma média de 19+4
repeticbes e mediana de 17. O alelo de maior frequéncia entre os normais foi aquele
que apresentava 17 repeticoes CAG.

Raskinet al. (2000), em uma amostra da populacdo brasileira, encontraram
para individuos normais brasileiros de origem caucasiana uma variacdo de 7 a 33
CAG e uma média de 17,7. Ja para individuos brasileiros normais de origem africana
foi encontrada uma variagdo de 13 a 30 CAG e uma média de 17,9. Os alelos mais
frequentes possuiam 17 (37% dos alelos normais) e 15 (28,6% dos alelos normais)
repeticbes CAG. Silva et al (2000), em um estudo com diferente amostra brasileira,
mostrou que individuos normais apresentaram uma variacao de 16 a 33 CAG.

Em relacdo aos individuos diagnosticados molecularmente como positivos

nossos resultados mostram que o numero de repeticdbes CAG dos alelos nao
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expandidos variou de 14 a 30 repeti¢cdes, com uma meédia de 19+4 e mediana de 17.
O alelo normal com maior frequéncia apresentou 17 repeticdes. As repeticoes CAG
nos alelos expandidos variaram de 39 a 62 repeticbes, com uma média de 45 4 e
mediana de 44. O alelo expandido com maior frequéncia apresentaram 44
repeticbes CAG.

Raskinet al. (2000), encontraram em alelos normais de individuos brasileiros
positivos para DH uma variacdo de 14 a 30 CAG com uma meédia de 18 e mediana
de 17. Ja em alelos expandidos foi encontrada uma variacdo de 39 a 88 repeticoes
CAG, média de 46,7 e mediana de 45.

Silva et al. (2000) encontraram para individuos brasileiros com DH uma
variacdo de 18 a 26 repeticdes e uma media de 22 CAG para os alelos normais e
uma variacdo de 43 a 73 repeticbes e média de 50,6 CAG para os alelos
expandidos.

Castilhos et al. (2013) descreveram que em individuos brasileiros com DH os
alelos expandidos variavam de 40 a 81, com mediana de 44.

Nesta dissertacao, cinco individuos ndo souberam relatar se a sua doenca era
herdada de sua mée ou pai. Algumas explicacdes sdo possiveis nesses casos: 1) o
individuo pode nédo ter convivido com seu progenitor afetado por algum problema
familiar e ndo sabia da existéncia da doenca; 2) o progenitor afetado pode ter
falecido de outra causa antes da manifestacdo dos sintomas da DH e 3) ocorréncia
de mutacao de novo.

Na DH, mutacfes de novo estdo associadas com a possivel transmissédo de
alelos intermediarios expandidos a prole, geralmente, a partir do progenitor
masculino (HENDRICKS et al., 2009).N&o se conhece a frequéncia de mutacdes de
novo na populacdo brasileira, nem a frequéncia dos alelos intermediarios. Além
disso, ainda ndo ha prevaléncia total estimada da doenca no Brasil (WARBY et al.,
2011). Entretanto, a prevaléncia minima foi estimada por nés para Ervélia, MG.
Nessa cidade brasileira, havia 7,2 casos para 10.000 pessoas, uma prevaléncia
maior do que a encontrada para populacdo da Europa, EUA e Canada
(AGOSTINHO et al, 2015).

Individuos que apresentam sintomas motores, cognitivos ou psicoldgicos
semelhantes aos da DH, mas sao portadores de alelos normais para o HTT, devem
submeter-se a outros testes moleculares diferenciais para verificacdo da possivel

ocorréncia de doencas, como por exemplo, as denominadas Huntington Like. Quatro
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doencas desse tipo foram descritas: Huntington disease-likel (HDL1), Huntington
disease-like2 (HDL2), Huntington disease-like 3 (HDL3) e Huntington disease-like 4
(HDL4 ou Ataxia Espinocerebelar 17). Tais doengas possuem em comum com a DH
sintomas motores como a coreia, disartria e bradicinesia (SCHNEIDER et al., 2007).
Outras doencas que ndo recebem a denominacdo de HDL apresentam tambéem
sintomas semelhantes a DH como porexemplo a atrofia dentatorubropalidolusiana
(DRPLA), coreia acantocitose e outras ataxias (GOVERT E SCHNEIDER, 2013).

Este estudo mostra que o numero de repeticbes CAG do alelo expandido
influencia na idade de inicio da DH em 66% (p<0,05). Tal resultado ja era esperado,
pois ja se sabe por mais de duas décadas que o determinante mais critico da idade
de inicio da DH é o numero de repeticbes CAG no gene HTT. O numero de
repeticdes trinucleotidicas CAG explica aproximadamente 70% da idade de inicio da
doenca, e os outros 30% sao atribuidos a genes modificadores ou a fatores
ambientais (RUBINSZTEIN et al., 1993; RUBINSZTEIN et al., 1997; DJOUSSE et al.,
2003; WEXLER et al., 2004; AGOSTINHO et al., 2012).

5.2 Investigacdo do numero de repeticdes dos alelos  TBPe sua
influéncia na idade de inicio da DH

Embora o numero de repeticbes CAG seja o principal determinante da idade
de inicio da DH, outros fatores atuam conjuntamente. Esses fatores podem ser
estocasticos, ambientais ou genéticos. Apesar de todos os trés poderem estar
envolvidos em algum grau na modulacéo da idade de inicio dos sintomas, os fatores
genéticos podem ser mais facilmente estudados devido ao avanco das técnicas
moleculares (GUSELLA et al., 2009).

Modificadores genéticos sdo aqueles capazes de alterar processos
fisioloégicos de uma forma que atrase ou acelere a progressao da doenca (GUSELLA
et al., 2014). Existem duas principais razdes na busca por modificadores genéticos
para DH. A primeira € fornecer alvos, validados em humanos, para intervencdes
terapéuticas. A segunda razdo € permitir um melhor ensaio clinico na testagem de
uma droga terapéutica candidata, ja que através do conhecimento de modificadores
genéticos pode ser selecionada uma populacdo mais homogénea para o estudo

(GUSELLA et al., 2014). Além disso, o conhecimento de modificadores genéticos e a
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forma como eles atuam auxiliariam no melhor entendimento da doenca e
consequente aconselhamento genético ao paciente.

Vale ressaltar que a investigacdo do gene TBP possibilita o diagnostico
diferencial da DH, ja que permite também o diagnostico da HDL4 (SCA 17), uma
doenca mais rara que a DH, com uma prevaléncia estimada de 0,16/100.00
individuos na Inglaterra (CRAIG et al., 2005) e 0,47/1.000.000 individuos no Japéo
(MARUYAMA et al.,, 2002). O diagndstico molecular positivo para SCALl7 é
confirmado caso sejam encontradas >42 repeticbes CAG/CAA no gene TBP
(NAKAMURA et al., 2001).

Nosso estudo realizou a investigagdo do numero de repeticdes CAG/CAA do
gene TBP e sua influéncia na idade de inicio dos sintomas motores em 64 pacientes
molecularmente positivos para DH que relataram a idade de inicio dos sintomas. Até
0 momento, ndo é de nosso conhecimento a existéncia de artigo cientifico publicado
sobre as repeticbes CAG/CAA do gene TBP, candidato a modificador da idade de
inicio da DH, em individuos brasileiros afetados por DH, como foi realizado neste
estudo. Portanto, este estudo piloto € original e pioneiro no Brasil.Um gene pode ser
modificador de uma doenca se alteragcdes na sua estrutura, ou em sua expressao,
alteram a manifestacéo de fenotipos associados com a mutagdo primaria que causa
a doenca. Uma das principais estratégias utilizadas para pesquisar genes
modificadores tem sido a investigacdo de genes ligados as vias metabdlicas ou
processos moleculares supostamente envolvidos na DH (GUSELLA et al., 2009).

Um dos exemplos dessa estratégia € a investigacdo do gene GRIK2,
responsavel por codificar uma das subunidades do receptor de glutamato. Os
receptores de glutamato parecem estar envolvidos na patogénese da doenca e
alteracbes no gene GRIK2 podem influenciar em 13% a idade de inicio nédo
explicada pelo niamero de repeticobes CAG do gene HTT (RUBINSZTEIN et al.,
1997).

Mais tarde, um estudo revelou que a regido polimorfica TAA localizada em
3'UTR de GRIK2 apresentando 16 repeticdes estaria relacionada com a antecipacéo
da idade de inicio da DH em cinco anos antes do que aqueles que possuiam um
namero diferente de repeticdes TAA (MACDONALD et al., 1999).

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

BNDF, j& que este fator neurotréfico derivado do cérebro ja havia sido sugerido
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como fazendo parte do processo de patogénese da doenca. Mas nao foi encontrada
associacao entre alteracdes desse gene e a idade de inicio (Di MARIA et al., 2006).

A proteina TBP ja foi sugerida como fazendo parte do processo de
patogénese da DH, pois a forma normal da TBP ja foi encontrada juntamente com a
Huntingtinamutada em maiores niveis no cérebro de pacientes com DH do que no
grupo controle (VAN ROON-MOM et al., 2002).

Montcelet al. (2014) propuseram que o0 numero normal de repeticdes de
glutamina, codificadas por genes diferentes do causador primario da
doencapoliglutaminicas, pode influenciar na idade de inicio dessas doencas
neurodegenerativas com PoliQ.

No presente estudo investigou-se justamente se o numero normal de
repeticbes CAG/CAA do gene TBP influenciava na idade de inicio dos sintomas
motores da DH.

Em relacdo ao numero de repeticdbes dos alelos TBP, observamos que
individuos normais possuiam de 27 a 37 repeticdes CAG/CAA, com um valor médio
de 33+2 repeticbes e mediana de 34. A maior frequéncia foi dos alelos com 34
repetices. Além disso, 84% dos normais eram heterozigotos.

Ja os alelos TBP de individuos molecularmentepositivos para DH possuiam
de 23 a 38 repeticdes, valor médio de 34+2 repeticdes e mediana de 34. O alelo
mais frequente possuia 36 repeticdbes CAG/CAA. E 81% dos individuos positivos
molecularmente para DH eram heterozigotos.

Tomiuket al. (2007) descreveram uma taxa de heterozigose para os alelos
TBP de 78,5%. Um dos primeiros estudos a investigar a frequéncia alélica das
repeticbes CAG/CAA do gene TBP, verificou que argelinos possuiam uma variacao
entre 32-39 repeticdes, com uma maior frequéncia do alelo com 38 repeticdes. Sul-
africanos negros e africanos subsaarianos possuiam variacdo entre 33-39
repeticdes, com maior frequéncia de 35 repeti¢cdes. Indianos possuiam repeticdes
CAG/CAA entre 27-39, com maior frequéncia de 18 repeticdes (RUBINSZTEIN et al.,
1996).

Uma investigacdo do numero de repeticbes do gene TBP em diferentes
doencas neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Huntington, diferentes ataxias e
Esquizofrenia) revelou que no grupo de pacientes as repeticdes variaram entre 27-
46, média de 36+2 e mediana de 36. No grupo controle, as repeticbes variaram entre
30-43, média de 371 e mediana de 36 (WU et al., 2005).
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Nossa analise de correlacdo entre idade de inicio e repeticbes CAG/CAA do
gene TBP, regressdo multipla e genotipos associadosrevelaram que tais repetices
do TBP né&o influenciaram na idade de inicio da DH. Embora o aumento do n
amostral possa contribuir para o definitivo esclarecimento dessa questao.

Segundo Brahimet al. (2014), 0,78% da variagdo da idade de inicio da DH em
pacientes tunisianos pode ser explicada pelas repeticbes do gene TBP. Nao
encontramos influéncia das repeticbes do gene TBP. Talvez isso possa ser
explicado pelo fato de que setrata de populacdes diferentes, que vivem em
ambientes diferentes e estdo expostas a diferentes mecanismos de selecao.

O numero normal de repeticbes do TBP ja foi descrito como modulador da
idade de inicio da ataxia espinocerebelar7, de forma que o maior nimero de
repeticdes ocasiona um decréscimo na idade de inicio da SCA7 (MONTCEL et al.,
2014), uma ataxia causada por repeticdo de glutamina diferente da causada pelo
gene TBP.

Gendtipos TBP com mais de 35 repeticbes CAG/CAA foram associados com
risco de esquizofrenia, idade de inicio da doenca e funcéo pré-frontal do cértex na
populacao japonesa (OHI et al., 2009).

Realizamos comparacdo, quanto a idade de inicio da DH, entre individuos
com pelo menos um alelo >35 e aqueles que possuiam somente alelos 235 e nossos
resultados mostraram que ndo houve qualquer diferenca significante (p>0,05) nas
respectivas idades de inicio motor da doenca, talvez por se tratar de doencas de

origem diferentes. .

5.3 Andlises inter e intrageracionais das repeticbe s dos alelos HTT e
TBP

Em relacdo as analises intergeracionais do alelo HTT expandido,
observamosque a maioriados casos de contracdo das expansdes CAG ocorreu
guando a transmisséo foi materna, enquanto os casos de maiores expansoes (+8 e
+12) entre geracdes ocorreram quando a transmissdo do alelo expandido foi de
origem paterna.

Além disso, a comparacao dos alelos expandidos HTTintrageracionalmente,
(entre irmdos) mostrou que na maioria dos casos o0 numero de repeticbes

apresentava uma variacdo de no maximo 3 unidades CAG. Apenas em trés casos
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da andlise intrageracional essa diferenca foi maior (5, 12 e 18 CAG), sendo que
nesses ultimos as maiores diferencas entre irméos (12 e 18 CAG) se deu quando a
transmissao do alelo expandido foi paterna.

A instabilidade das repeticbes CAG durante a meiose pode ocorrer tanto na
transmissdo materna quanto na paterna. Apesar disso, na transmissédo paterna da
repeticdo CAG expandida, existe uma maior propensao para aumento adicdo dessas
repeticbes. Na transmissdo materna o numero de repeticdes geralmente é mantido,
podendo haver contracdo de 1-5 unidade de repeticdo (NANCE e MYERS, 2001).

A tendéncia de expansdo paterna muitas vezes é atribuida ao maior nimero
de divisbes mitéticas na gametogénese masculina, porém, outros estagios da
espermatogénese, como estagios especificos que possuem alteracdes dos niveis e
atividade de varias proteinas de reparo, também podem contribuir para essa
expansao (PEARSON et al., 2005).

Em relagé@o a andlise intergeracional, dos alelos TBP néo foi possivel saber o
namero de contracdes ou expansdes ocorridas de pai/mae para filho(s). Ja que
todos os investigados possuiam repeticdes normais do alelo TBP (42 CAG/CAA) e,
com excec¢do de um caso, todos os demais s6 possuiam a analise molecular de um
dos progenitores. Nao havendo assim o trio (pai, mae e filho) para possibilitar a
investigagdo da origem de cada alelo.

Além disso, no unico trio completo, pai, mae e filho possuiam numero de
repeticbes muito proximos que poderiam ter sofrido contracdo ou expansdo, nao
sendo dessa forma possivel se precisar a origem materna ou paterna dos alelos
herdados pelo filho em questao.

Apesar disso, podemos observar que, aparentemente (ja que ndo podemos
afirmar a origem), o numero de repeticdes do TBP entre pai/mae e filho ndo varia
muito quando comparados as repeticdbes do HTT, o que pode implicar uma maior
estabilidade das repeticdes das repeticdes dos alelos TBP.

A andlise intrageracional do numero de repeticbes CAG/CAA do TBP (tabela
4.10) mostrou que na maioria dos casos a diferenca entre os alelos TBP entre
irm&os foi de no maximo 2 unidades de repeticdes CAG/CAA. A maior diferenca
encontrada foi de 7 unidades de repeticbes CAG/CAA. Numeros menores do que
agueles encontrados para analise intrageracional do numero de repeticbes CAG do
HTT.
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O gene TBP codifica a proteina de ligagdo a regido TATA Box (TATA Box
BindingProtein), um fator transcricional necessario para inicio da transcricdo pelas
RNA polimerase |, Il e lll (REID et al., 2009). Portanto, o gene TBP € de grande
importancia para o inicio correto da transcricdo. Dessa forma néo seria interessante,
ao longo da evolucdo, que o numero de expansdes CAG desse gene fosse muito
grande, pois resultaria em uma maior instabilidade na hora da replicagcdo e
consequentemente teria uma maior taxa de mutacdo (TOMIUK et al., 2007). De
modo a evitar a instabilidade, podemos observar que o gene TBP apresenta entre
repeticdes CAG interrupcdes compostas por repeticbes CAA, que também codificam
para glutamina. Essas repeticbes CAA estabilizam a regido de microssatélite, que foi
selecionada positivamente, e tém sido mantidas por pelo menos 6 milhdes de anos

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



82

6 CONCLUSAO

A idade de inicio da DH foi influenciada em 66% pelo numero de repeticbes
CAG do gene HTT.

Este estudo mostrou que, para nossa amostra (n=64 afetados por DH com
idade de inicio da DH relatada), o numero de repeticdes CAG/CAA do gene TBP néo
influenciou na idade de inicio dos sintomas.

A regido de repeticoes de CAG/CAA do gene TBP apresentou aparentemente
maior estabilidade genéticaintergeracionalmente quando comparadas com a as
repeticbes CAG do gene HTT.



83

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBIN, R.L.; YOUNG, A.B.; PENNEY, J.B.The functional anatomy of basal ganglia
disorders.Trends in Neuroscience ,Vv.12, p.366-75, 1989.

ANDRESEN, J.M. et al. The Relationship Between CAG Repeat Length and Age of
Onset Differs for Huntington’s Disease Patients with Juvenile Onset or Adult Onset.
Annals of Human Genetics , v.71, p.295-301, 2006

ANDREW et al. A CCG repeat polymorphism adjacente to the CAG repat in
Huntington disease gene: implications for diganostic accuracy and predictive testing.
Human molecular genetics, V.3, p.65-67.1994.

AGOSTINHO et al. Haplotype analysis of the CAG and CCG repeats in 21 Brazilian
families with Huntington’s disease. Journal of Human Genetics , v.57, p.796-803,
2012.

AGOSTINHO et al.A study of a geographical cluster of Huntington’s disease in a
Brazilian town of Zona da Mata, Minas Gerais State.European Neurology, V.74,
p.62-68, 2015.

BATES, G. P.History of genetic disease: the molecular genetics of Huntington
disease - a history.Nature Review Genetics , v. 6, n. 10, p. 766-73, 2005.

BEAN, L.; BAYRAK-TOYDEMIR, P. American College of Medical Genetics and
Genomics Standards and Guidelines for Clinical Genetics Laboratories, 2014 edition:
technical standards and guidelines for Huntington disease. Genetics in Medicine, .
16, 7p, 2014.

BRAHIM, D.H et al. Modulation at Age of Onset in Tunisian Huntington Disease
Patients: Implication of New Modifier Genes. Genetics Research International, 5p,
2014.

CASTILHOS et al. Huntington disease and Huntington disease-like in a case series
from Brazil. Clinical Genetics, v.86, p.373-77, 2013.

CATTANEO, E., ZUCCATO, C., TARTARI, M. Normal Huntingtin function: an
alternative approach to Huntington’s Disease. Nature Reviews: Neuroscience , Vv.6.
p.919-930, 2005.

CRAIG, K. et al..Minimum prevalence of spinocerebellar ataxia 17 in the north east of
England.Journal of the Neurological Science , v.239, p.105-9. 2005

CUMMINGS, C. J.; ZOGHBI, H. Y. Trinucleotide repeats: mechanisms and
pathophysiology. Annual Review of Genomics and Human Genetics , v.1, p. 281-
328, 2000.



84

DAVIES, S. W. et al. Formation of neuronal intranuclearinclusions underlies the
neurological dysfunction in mice transgenic for the HD mutation. Cell, v.90, p.537—-
548, 1997.

DAYALU, P.; ALBIN, R.L. Huntington Disease: Pathogenesis and Treatment.
Neurological Clinics, v.33, p.101-114, 2015.

DIFIGLIA, M. et al. Aggregation of huntingtin in neuronal intranuclear inclusions and
dystrophic neurites in brain. Science, v.277, p.1990-1993, 1997.

DI MARIA, E. et al. o evidence of association between BDNF gene variants and age-
at-onset of Huntington's disease.Neurobiology of Disease, V.24, p.274-279, 2006.

DJOUSSE et al. Interaction of normal and expanded CAG repeat sizes influences
age at onset of Huntington disease.American Journal of Human Genetics, Vv.119A,
p.279-282, 2003.

DUAN, W.; JIANG, M.; JIN, J. Metabolism in HD: Still a Relevant Mechanism?
Movement Disorders, v.29, p. 1366-1374, 2014.

DUYAO, M.P.; AMBROSE, C.M.; MYERS, R.H.; NOVELLETTO, A.; PERSICHETTI,
F.; FRONTALI, M.; et al. Trinucleotide repeat length: instability and age ofonset in
Huntington’s disease. Nature Genetics , v.4, p.387-392, 1993.

ELLEGREN, H. Microsatellite mutations in the germline: implications for evolutionary
inference. Trends in Genetics , v. 16, n. 12, p. 551-8, 2000.

FAN, H. C. et al. Polyglutamine (PolyQ) diseases: genetics to treatments. Cell
Transplantation , v. 23, n. 4-5, p. 441-58, 2014.

GAYAN et al. Genomewide Linkage Scan Reveals Novel Loci Modifying Age ofOnset
of Huntington’s Disease in the Venezuelan HD Kindreds.Genetic Epidemiology,
v.32, p.445-453, 2008.

GEMAYEL, R. et al. Variable tandem repeats accelerate evolution of coding and
regulatory sequences. Annual Review of Genetics , v. 44, p. 445-77, 2010.

GOLDBERG, Y.P. et al. Cleavage of huntingtin by apopain, a proapoptotic cysteine
protease, is modulated by the polyglutamine tract. Nature Genetics, v.13.p.442-449,
1996.

GOVERT, F.; SCHNEIDER, S.A. Huntington’s disease and Huntington’s disease-like
syndromes: an overview. Current opinion in neurology, v.26, p.420-427, 2013.

GUSELLA, J. F. et al. A polymorphic DNA marker genetically linked to Huntington’s
disease. Nature, v. 306, p.234-238, 1983.

GUSELLA, J.F.; MaCDONALD, M.E. Huntington’s disease: the case for genetic
modifiers. Genome Medicine, v.1, p.80.1-80.6, 2009.



85

GUSELLA, J.F.; MaCDONALD, M.E.; LEE, J.M. Genetic Modifiers of Huntington’s
Disease. Movement Disorders, V.29, p.1359-1365, 2014.

HARPER, B., Huntington disease.Journal of the royal society of medicine , v.98, p.
550, 2005.

HENDRICKS, A.E. et al. Estimating the Probability of de novo HD cases from
Transmissions of Expanded Penetrant CAG Alleles in the Huntington Disease Gene
from Male Carriers of High Normal Alleles (27-35 CAG).American Journal of
medical genetics , v.149A. p.1375-1381, 2009.

HOFFMANN, J. Uber Chorea chronica progressive (Huntingtonsche Chorea, Chorea
hereditaria).VirchowsArchiv , v. A111, p.513-548, 1888 (in German).

HUNTINGTON, G. On Chorea.Medical and Surgical Reporter , v. 26, p.320-321,
1872.

IMARISIO, S.et al. Huntington's disease: from pathology and genetics to potential
therapies. BiochemicalJournal ,v. 412, n. 2, p. 191-209, 2008.

ISIS PHARMACEUTICAL. Disponivel em:
http://ir.isispharm.com/phoenix.zhtml?c=222170&p=irol-newsArticle&ID=2069397
Acessado em 28/07/2015 as 22:49

ISMAILOGLU, 1.; CHEN, Q.; POPOWSKI, M.; YANG, L., GROSS, S.S;
BRIVANLOU, A.H. Huntingtin protein is essential for mitochondrial metabolism,
bioenergetics and structure in murine embryonic stem cells. Developmental
Biology , v.391, p.230-240, 2014.

JOEL, D.; WEINER, I. The connections of the primate subthalamic nucleus: indirect
pathways and the open-interconnected scheme of basal ganglia-
thalamocorticalcircuitry. Brain Research: Brain Research Review , v.23, p.62-78,
1997.

KIM, J. C.; MIRKIN, S. M. The balancing act of DNA repeat expansions. Current
Opinion in Genetics and Development , v. 23, n. 3, p. 280-8,2013.

KOIDE, R. et al. A neurological disease caused by an expanded CAG trinucleotide
repeat in the TATA binding protein gene: a new polyglutamine disease? Human
Molecular Genetics, V.8, p.2047-2053, 1999.

KREMER, E. J. et al. Mapping of DNA instability at the fragile X to a trinucleotide
repeat sequence p(CCG)n. Science, v. 252, n. 5013, p. 1711-4, 1991.

KROBITSCHA, S.; KAZANTSEVA, A.G. Huntington’s disease: From molecular basis
to therapeutic advances. The International Journal of Biochemistry & Cell
Biology , v.43, p.20-24, 2011.

KUEMMERLE, S. et al. Huntington aggregates may not predict neuronal death in
Huntington’s disease. Annals of Neurology , v,46, p.842-849, 1999.



86

KUMAR, A. et al. Huntington's disease: An update of therapeutic strategies. Gene,
v.556, p.91-97, 2015.

LA SPADA, A. R. et al. Androgen receptor gene mutations in X-linked spinal and
bulbar muscular atrophy. Nature, v. 352, n. 6330, p. 77-9, 1991.

LANDLES, B., BATES, G.P. Huntingtin and the molecular pathogenesis of
Huntington’s disease.European Molecular Biology Organization
Reports .v.5.p.958-963, 2004.

LEE, C.Y.D.; CANTLE, J.P., YANG, X.L. Genetic manipulations of mutant huntingtin
in mice: new insights into Huntington’s disease pathogenesis. The FEBS
(Federation of European Biochemical Societies) Jour  nal, v.280, p.4382-4394,
2013.

LI, S.H.; LI, X.J.Huntingtin—protein interactions and the pathogenesis of Huntington’s
disease.Trends in genetics .v.20.p.146-154, 2004

LOPEZ CASTEL, A.; CLEARY, J. D.; PEARSON, C. E. Repeat instability as the
basis for human diseases and as a potential target for therapy.Natural Reviews
Molecular Cell Biology , v. 11, n. 3, p. 165-70, 2010.

LOSEKOOT, M. et al. EMQN/CMGS best practice guidelines for the molecular
genetic testing of Huntington disease.European Journal of Human Genetics, V.21,
p.480-486, 2013.

LUND, J.C. Chorea StiViti | Stersdalen.UddragafDistrikisoege J C
LundsMedicinalberetning for 1860 .[BeretningomSundhedstilstandenm.m. i Norge i
1860: 137-8.English transcrition.1959] (LUND, J.C. Chorea St Vitus Dance in
Saetersdalen. Report of health and medicine and medical conditions in Norway,
p.137 (quoted in translation in Orbeck AL, 1959. An Early Description of Huntington’s
Chorea. Medical History, 165-168, 1959).

MACDONALD, M.E. et al. Evidence for the GIuR6 gene associated with younger
onset age of Huntington's disease. Neurology , v.53, p.1330-1332, 1999

MARGOLIS, R.L.; ROSS, C.A. Diagnosis of Huntington Disease.Clinical Chemistry ,
v.49, p.1726-1732, 2003.

MARTINO, D.; STAMELOU, M.; BHATIA, K.P.The differential diagnosis of
Huntington's disease-like syndromes: 'red flags' for the clinician. Journal of
Neurology, Neurosurgery and Psychiatry,  v.84, p.650-656, 2013.

MARUYAMA, H. et al. Difference in disease-free survival curve and regional
distribution according to subtype of spinocerebellar ataxia: a study of 1,286 Japanese
patients. American Journal of Medical Genetics , v.114, p.578-83, 2002.

MIRKIN, S. M. DNA structures, repeat expansions and human hereditary disorders.
Current opinion in structural biology , v. 16, n. 3, p. 351-8,2006.



87

MOHAPEL, J.M.G. REGO, A.C. Doenca de Huntington: Uma Revisdo dos Aspectos
Fisiopatoldgicos. Revista de Neurociéncias , 2011, in press. Disponivel em
http://www.revistaneurociencias.com.br/inpress/595%20inpress.pdf. Acessado em
14/01/14 as 10:07

MONTCEL, S.T. Modulation of the age at onset in spinocerebellarataxia by CAG
tracts in various genes.Brain, v.37, p.2444-2455, 2014.

NANCE, M.A., MYERS, R.H., Juvenile onset Huntington’s disease — clinical and
research perspectives.Mental retardation and developmental disabilities
research reviews , v.7, p.153-157, 2001.

NAKAMURA et al. SCA17, a novel autossomal dominant cerebellar ataxia caused by
an expandedpolyglutamine in TATA-binding protein. Human Molecular
Genetics. v.10, p.1441-1448, 2001.

NASA - National Aeronautics and Space Administration.Crystallization of Huntingtin
Exon 1 Using Microgravity (CASIS PCG  HDPCG-1).Disponivelem:
http://www.nasa.gov/mission_pages/station/research/experiments/1308.html
Acessadoem 12/07/2015 as 09h28min

NEGRETE, A., Corea de Huntington. Estudio de una sola familia a traves de
varias generaciones , Maracaibo, 1955.

NGUYEN, G.D.; GOKHAN, S.; MOLERO, A.E.; MEHLER, M.F. Selective Roles of
Normal and Mutant Huntingtin in Neural Induction and Early Neurogenesis.Plos One,
v.8, 11p, 2013.

OHI, K. et al. TATA Box-Binding Protein gene is associated with risk for
schizophrenia, age at onset and prefrontal function. Genes, Brain and Behavior
v.8, p.473-480, 2009.

PEARSON, C.E.; EDAMURA, K.N.; CLEARY, J.D. Repeat instability: mechanisms of
dynamic mutations.Nature Review Genetics , v.6, p.729-742, 2005.

PETERSEN, A.; MANI, K.; BRUNDIN, P.Recent Advances on the Pathogenesis of
Huntington’s Disease. Experimental Neurology , v.157, p.1-18, 1999.

POTTER, N.T.; SPECTOR, E.B.; PRIOR, T.W.Technical Standards and Guidelines
for Huntington Disease Testing.Genetics in Medicine, V.6, p.61-65, 2004.

QUARREL, W.O. et al. Discrepancies in reporting the CAG repeat lengths for
Huntington’s disease.European Journal of Human Genetics, v.20, p.20-26, 2012.

RASKIN, S. etal.Huntington disease: Dna analysis in
brazilian population. Arquivos de Neuropsiquiatria , v. 58, p. 977-985, 2000.



88

RAVIKUMAR, B. et al. Inhibition of mTOR induces autophagy and reduces toxicity of
polyglutamine expansions in fly and mouse models of Huntington disease. Nature
Genetics , v.36. p585-595, 2004.

REID, S.J. et al. A splice variant of the TATA-box binding protein encoding the
polyglutamine-containing N-terminal domain that accumulates in Alzheimer's
disease. Brain Research, v.1268, p.190-9, 2009.

REINER, A.; DRAGATSIS, I.; ZEITLIN, S.; GOLDOWITZ, D. Wild-Type Huntingtin
Plays a Role in Brain Development and Neuronal Survival. Molecular Biology, V.18,
p.259-275, 2003.

RICHARDS, R. |.; SUTHERLAND, G. R. Heritable unstable DNA sequences.Nature
Genetics, v. 1,n. 1, p. 7-9, 1992.

ROOS, R.A.C., Huntington’s disease: a clinical review. Orphanet Journal of Rare
Diseases, v.5, 2010.

ROSENBLATT, A., Neuropsychiatry of Huntington’s disease. Dialogues in Clinical
Neurosciences , v. 9, p.191-197, 2007.

RUBINSZSTEIN, D.C et al. Analysis of the huntingtin gene reveals a trinucleotide-
length polymorphism in the region of the gene that contains two CCG-rich stretches
and a correlation between decreased age of onset of Huntington's disease and CAG
repeat number. Human Molecular Genetics, V.2, p.1713-1715, 1993.

RUBINSZTEIN, D.C et al. Analysis of polyglutamine-coding repeats in the TATA-
binding protein in different human populations and in patients with schizophrenia and
bipolar  affective  disorder.American  Journal of Medical Genetics
(Neuropsychiatric Genetics), V.67, p.495-498, 1996.

RUBINSZTEIN, D.C. et al. Genotypes at the GIluR6 kainate receptor locus are
associated with variation in the age of onset of Huntington disease, Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United Stat es of America , v.94,
p.3872-3876, 1997.

SCHNEIDER, S.A., WALKER R.H., BHATIA K.P. The Huntington's disease-like
syndromes: what to consider in patients with a negative Huntington's disease gene
test. Nature Clinical Practice Neurology , v.3, p.517-25. 2007.

SILVA, T.C.L et al. Molecular diagnosis of Huntington disease in brazilian patients.
Arquivos de Neuropsiquiatria , v.58, p.11-17, 2000.

SOUTHWELL, A.L. et al. In vivo evaluation of candidate allele-specific mutant
huntingtin gene silencing antisense oligonucleotides. Molecular Therapy, v.22,
p.2093-2106, 2014.

TELENIUS, H. et al. Molecular analysis of juvenile Huntington’s disease: the major
influence on(CAG)n repeat length is the sex of the affected parent. Human
MolecularGenetics, V. 2, p.1535-1540, 1993.



89

THE HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP.A novel
gene containing a trinucleotide repeat that is expanded and unstable on Huntington's
disease chromosomes. Cell, v. 72, n. 6, p. 971-83, 1993.

TOMIUK, J. et al. Repeat expansion in spinocerebellar ataxia type 17 alleles of the
TATA-box binding protein gene: an evolutionary approach. European Journal of
Human Genetics , v.15, p.81-87, 2007.

VAN EYK, C. L.; RICHARDS, R. I. Dynamic mutations: where are they now?
Advances in experimental medicine and biology , v. 769, p. 55-77, 2012.

VAN ROON-MOM, W.M.C. et al. Insoluble TATA-binding protein accumulation in
Huntington’s disease cortex. Molecular Brain Research , v.109, p.1-10, 2002

VENTRUTI, A.; CUERVO, A.M. Autophagy and neurodegeneration.Current
Neurology and Neuroscience Reports , v.7, p.443— 451, 2007.

VONSATTEL, J.P. et al. Neuropathological classification of Huntington’s
disease.Journal of Neuropathology and Experimental Neurolog y, v.44, p.559-77,
1985.

VONSATTEL, J.P.; DIFIGLIA, M. Huntington disease.Journal of Neuropathology
and Experimental Neurology, v.57, p.369-84, 1998.

WALKER, F. O. Huntington's Disease.Seminars in Neurology , v. 27, n. 2, p. 143-
50, 2007.

WARBY, S.C. et al. CAG Expansion in the Huntington Disease Gene Is Associated
with a Specific and Targetable Predisposing Haplogroup. The American Journal of
Human Genetics, v.84, p.351-366, 20009.

WARBY, S. C. et al. HTT haplotypes contribute to differences in Huntington disease
prevalence between Europe and East Asia. European Journal of Human Genetics
v.19, n. 5, p. 561-6, 2011.

WATER, C. O. In Practice of Medicine , vol. 2 (R. Dunglison, ed.), pp. 312, 1842.

WEXLER, A. Mapping Fate: A Memoir of Family, Risk, and Genetic Research, Times
Books , New York, 1995.

WEXLER, N.S. et al. Venezuelan kindreds reveal that genetic and environmental
factors modulate Huntington’s disease age of onset. Proceedings of the National
Academy of Sciences of USA, v.101, p.3498-3503, 2004.

WILLIAMS, L.C. et al. Comparative semi-automated analysis of (CAG) repeats in the
Huntington disease gene: use of internal standards.Molecular and Cell Probes ,
v.13, p.283-289, 1999.



90

WU, Y.R. et al. Analysis of polyglutamine-coding repeats in the TATA-bindingprotein
in different neurodegenerative diseases. Journal of Neural Transmission, Vv.112,
p.539-546, 2005.

YANG W. et al. Aggregated polyglutamine peptides delivered to nuclei are toxic to
mammalian cells. Human Molecular Genetics , v.11. p.2905-2917, 2002.

YOUNG, A.B. Huntingtin in health and disease.The Journal of Clinical
Investigation , v.111, p.299-302, 2003.

ZUCCATO, C. et al. Loss of huntingtin-mediated BDNF gene transcription in
Huntington's disease. Science, v.293.p.493-498. 2001

ZUCATTO, C.; VALENZA, M.; CATTANEO, E. Molecular Mechanisms and Potential
Therapeutical Targets in Huntington’s Disease. PhysiologicalReviews , v.90, p. 905-
981, 2010.



APENDICE A - Resultados da analise de fragmentos  TBP por eletroforese
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Individuo 41

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F441_LBM_LUCIANA-10062014_E0Sisa LEM_LUCIANA 10062014 | None =]

140 130 130 200 210 220

150 160 170

3000
000
7000
5000
5000
4000
2000
2000
1000

0

41 tbp 2Fragmert _fAnalysis_AssayHOs fsa 41tbp 2 None [R]

120 150 160 170 180 130 200 210 220

5000

24000

20000

16000

12000

2000

Individuo 42

MICROSSATELITE_FIO_G8_D533_Fad1_LBM_LUCIANA 100620 14_F05 fsa LEM_LUCIANA-100B2014 | Home 7]

140 180 190 200 210 220

150 160 70
000
000
G000
5000
aom
3000
2000
1000

42 thp 2Fragment_Analysis_AssayAlSfsa a21bp 2 None 7]

150

160 170 180 130
32000
28000
2a000
20000
16000
12000
000
a000

Individuo 43

200 210 220

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LEM_LUCIANA-24032014_B0E fsa LEM_LUCIANA-24032014 None 7]

150 180 170 120 130 200 210 220 220

8000

7000

6000

5000

3000

2000

1000




108

43tbp 2Fragment_Analysiz_AssayB06 isa 43tbp 2 Hone [=]

155
22000

28000

24000

20000

18000

12000

5000

4000

165 175 183 195 205 215 225 235

Individuo 44

MICROSSATELITE_FIO_G5_D$33_F441_LBM_LUCIANA-10062014_G05 152

8000

7000

6000

5000

000

2000

1000

LBM_LUCIANA- 10062014 Hone =]

170 180 130 200 210 220 230 240

daFragmert_Analysis_AsszyG03fsa 4d None =]

1
32000
28000
24000
20000
16000
12000

8000

4000

165 175 135 135 205 215 225 235

Individuo 45

MICROSSATELITE_FIO_G5_0S33_F441_LEM_LUCIANA-10062014_HO5 f=a LEM_LUCIANA-10062014 Hone 7]

170 180 130 200 210 220 230 240

8000

7000

€000

5000

2000

2000

4000

45 tbp ZFragment_Analysis_AssayD06 fsa 45tbp 2 None 7]

22000

180 170 180 130 200 210 220 230

28000

24000

20000

18000

42000

2000
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Individuo 46

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS32_F441_LEM_LUCIANA-10082014_AD8 fs= LEM_LUCIANA-10082014  |Mone ]

150 160

170 180 190
000
7000
5000
5000
a000
2000
2000
1000
0

46 thp ZFragmert_#Analysis_AssayEDE fsa 4Etbp Z Mone [}

200 210 220

180 170

180 130
32000
28000
24000
20000
16000
12000
000
4000
0

Individuo 47

200 210 220 230 240

MICROSSATELITE_FIO_B5_DS22_F44 1_LBM_LUCIANA-10062014_BOE fsa LEM_LUCIANA 10082014 |None =]

450 160 70

130 1
2000
000
7000
6000
5000
2000
2000
2000
1000
0

17 Fragment_Analysis_tesayH03 1 a7 Nore @

50 200 210 20

160 i 180 130 200 210 220 230 £

32000

28000

24000

20000

16000:

12000,

000

Individuo 48

MICROSSATELITE_FIO_B6_DS33_F421_LEM_LUCIANA 24032014_B0E fsa LEM_LUCIANA 24032014 None =]

150 160 170 180 190 200 210 220 230

000

7000

6000

5000

3000

2000

1000
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48 tbp ZFragmert_Analysis_AssayG08 fsa 43tbp 2 Mone [~
155 185 75 185 135 205 25 225 235
23000
24000
20000
18000
12000
000
4000
Individuo 49
MICROSSATELITE_FI0_G5_0533_F421_LBM_LUCIANA-24032014_HOE fs= LEM_LUCIANA-24032014  Nons [F]
135 145 155 165 175 185 195 205 25
8000
7000
6000
000
an0n
2000
2000
1000
43 tbp 2Fragment_Analysis_AssayHOE fsa 431bp 2 None []

140 150 181

0 170
2000
28000
24000
20000
16000
12000
2000
4000

Individuo 50

MICROSSATELITE_FIO_G5_D333_F421_LEM_LUCLANA-24032014_ANT fsa LEM_LUCIANA 24032014 None =]
14600 170 180 130 200 210 200 230 240
8000
000
6000
000
4000
3000
2000
1000
0
50 top 2Fragment_Analysis_Assaya07 fza S0top 2 None 7]

155 165 1475

185 135
22000
28000
2a000
20000
16000!
12000
8000
2000
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Individuo 51

MICROSSATELITE_FIO_GS_DS33_F441_LBM_LUCIANA10052014_COB 1= LEM_LUCIANAD052014 | None CHE]

160 17 180 130 200 210 220 230
000

000

6000
5000
4000
3000
2000
1000
0l

51 1bp 2Fragment_Analysis_AssayBOT fsa 51tbp 2 HNone ]

155 185 175 185 135 205 215 225 235

28000
24000

20000

16000
12000
000
an00

Individuo 52

MICROSSATELITE_FIO_G5_0S33_F421_LEM_LUCIANA24032014_CO71s3 LBM_LUCIANA24032014  |Hone ]

180 170

180 130 X 200
8000
7000
6000
s000
000
3000
2000
1000:

B2Fragment_Analysis_aAssayaid fsa 52 None [~}

185 78

188 185 135
32000
28000
24000
20000
16000
12000
000
4000

Individuo 53

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F441_LBM_LUCIANADOS2014_D06 f53 LEM_LUCIANA10052014 | None ]

160 170 180 190 200 210 220 230 240

8000
7000
6000

5000

3000
2000
1000

0
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53 tbp 2Fragment_Analysis_issayD0T fsa s3tbp 2 Nore 7]

165 175 185 195 205 215 225 235

155
22000

28000

24000

20000

16000

12000

000

4000

Individuo 54

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS323_F441_LEM_LUCIANA-10082014_EDE fsa LEM_LUCIANA 10082014 None 7]

2000

7000

000

5000

3000

2000

1000

150 160 170 180 130 200 210 220 230

54 tbp 2ZFragment_Analysis_fssayE0T fsa 541bp 2 Mone [~ ]

28000

24000

20000

16000

12000

2000

5 165 175

205 215 225 225

125 195

Individuo 55

MICROSSATELITE_FIO_G5_D&33_F421_LEM_LUCIANA24032014_FO7 fsa LBM_LUCIANA 24032014 None =]

G000

7000

€000

000

2000

2000

4000

160 1 210 220 230 240

70 480 130 200

35 1bp 2Fragment_Anzlysis_sssayFoTfss 55tbp 2 Nene [ ]

155 165 475 185 135 205 215 205 235

28000

24000

20000

16000

12000

8000

it




Individuo 56

MICROSSATELITE_FIO_B5_DE23_F441_LBM_LUCIANA 10082014_FOE fsa LEM_LUCIANA 10082014 None

160 170 180 130 200

113

210 220 230 240

000

7000

6000

5000

2000

2000

4000

&G TEPFragment_Analysis_AssayD0d fza 56 TEP None E E

165 1735 185 195

205 215 225 238

28000

24000

20000
18000
12000
G000
4000

Individuo 57

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LEM_LUCIANAZ4032014_HO7 fsa LBM_LUCIANA 24032014 Hone

160 170 180 190 200

210 220 230 240

2000

7000

5000

5000

3000

2000

1000

57 tbp 2Fraament_Anslysis_AssayHO7 fsa 571bp 2 None ]

155 165 175 185 135

208 215 225 235

26000
24000
20000

16000

12000
2000
4000

Individuo 58

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_Fd441_LBM_LUCIANA10062014_G06isa LBM_LUCIANA-10062014 Nane

160 170 180 130 200

210 220 230 240

000

7000

6000

5000

2000

2000

1000
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53 tbp 2Fragment_Analysis_AssayA0S fsa 581bp 2 Hone E E

1355 165 1735 185 195 205 215 2235 2

26000
24000
20000
18000
12000

2000

000

Individuo 59

MICROSSATELITE_FID_G5_0533_Fdd1_LEM_LUCIANA-10062014_HOE f=a LEM_LUCIANA-1006201d | Nome []
160 170 150 130 200 210 20 20 240
3000
00
5000
3000
4000
3000
2000
1000
0
53 tbp ZFragment_Analysis_assayB0fsa 59 tbp 2 Hane =]
155 165 175 185 135 205 215 225 235
22000
23000
24000
20000
16000
12000
3000
4000
0
Individuo 60
MICROSSATELITE_FID_G5_D533_Fdd41_LEM_LUCIANA-10062014_AD7 f=a LEM_LUCIANA-10062014  [None =]
150 160 170 130 190 200 210 20
3000
7000
6000
3000
4000
3000
2000
1000
0
BOFragment_Analysis_aAssayC04 fsz &0 None E @
155 165 175 135 195 205 25 225 235
28000
24000
20000
18000
12000
3000
4000
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Individuo 61

MICROSSATELITE_FIO_G5_DE33_F441_LEM_LUCIANA-10082014_EO07fs= LEM_LUCIANA10082014 | None 7]

160

170

8000

7000

6000

s000

3000

2000

1000

180 130 200

E1Fragment_#Anzlysis_sAssay00d fs= &1 HNone 7]

155
32000

28000

24000

20000

18000

12000

8000

4000

165 175 215 225 23

185 135 203

Individuo 62

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F441_LBM_LUCIANA-10062010_COT#sa |LBM_LUCIANA-IO0E2014 | None =]

150

60 20 220

000

00

G000

000

3000

2000

1000

70 120 a0 200

52 tbp 2Fragment_Analysis_AssayENRfsa €2tbp 2 Hone 7]

165 175 185 135 205 215 225 235

185
32000

2a000

24000

20000

16000

12000

000

4000

|

Individuo 63

MICROSSATELITE_FIO_65_DS33_F421_LBM_LUCIANA24032010_FOB$53 LBM_LUCIANA24032014  |None =]

1

000

7000

5000

5000

3000

2000

1000

70 130 130 200
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E3Fragment_Analysis_AssayE04 fsa B3 None ]

28000

24000

20000

46000

12000

2000

5 165 17 183 195 205 215 225 2

Individuo 64

MICROSSATELITE_FIO_B5_DS33_F441_LBM_LUCIANA-10062014_D07 fsa LEM_LUCIANA 10062014 None 7]

000

2000

7000

6000

5000

2000

2000

1000

210 220 230 240

160 170 120 190 200

Ed ibp 2Fragmert_Analysiz_AsssyG0S frs Bd thp 2 None E

155
22000

22000

24000

20000

16000

12000

2000

165 75 208 215 225 235

185 195

Individuo 65

MICROSSATELITE_FIO_G5_D$33_F421_LEM_LUCIANA-24032014_HOE f=a LEM_LUCIANA-24032014 Hone 7]

160 210 220 230 240

000

7000

6000

5000

3000

2000

1000

170 180 190 200

B5Fragment_Analysis_AssayF04 == 65 Hone ]

28000

24000

20000

16000

12000

000

5 185 175 185 135 205 215 225 235

1




Ind

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LEM_LUCIANA-24032014_AD3 f=3

ividuo 66

145 155

117

LEM_LUCIANA24032014

Nore ]

205 215 225

7000

6000

5000

2000

2000

100

0

165 175 185 195

B6Fragme

1
3zom
28000
24000
20000
16000
12000

000

2000

rt_Analysis_AssayBod fsa 65

5 165

Hane 7]

205 215 225 235

185 195

Ind

MICROSSATELITE_FIO_G&_DE32_F441_LEM_LUCIANA-10082014_E07 f==

000
7000
6000

5000

2000
2000

1000

67 thp 2Fragment_Analysis_AssayBisfsa

1
22000
28000
24000
20000
16000
12000

2000

an00

ividuo 67

160 170

LEM_LUCIANA 10082014

Nene 7]

120 130

5 165

67tbp 2

Nene [}

205 215 225 225

125 195

Ind

MICROSSATELITE_FIO_GS_D&33_F441_LEM_LUCIANA-10082014_FO7 fsa

8000

7000

6000

s000

3000

2000

1000

ividuo 68

60 1m0

LEM_LUCIANA- 10082014

Nane 7]

210 220 230 2an

130 190 200
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68 tbp 2Fragment_Anslysis_AssayC09 fsa B3 tbp 2 None =]

5 165 175 1835 195 208 215 225 235

1
32000
28000
24000
20000
16000
12000

8000

4000

Individuo 69

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F441_LEM_LUCLANA-10082014_GOT fsa LEM_LUCIANA-10082014 MHone B
440 150 180 AT0 480 190 200 210 20
2000
FO00
B000
5000
4000
3000
2000
1000
]
BIFragmment_aAnslysis_pssayHO4 fza 63 Hone 7]
140 150 160 v 180 190 200 210 220
F2000
ZE000
24000
20000
18000
12000
000
4000
0
Individuo 70
MICROSSATELITE_FIO_GS_DS33_Fa41_LBM_LUCIANA-10062014_HO7 fsa LEM_LUCIANA-10082014 Mone E
180 170 180 180 200 210 220 230 240
2000
7000
8000
5000
4000
3000
2000
A 0
o
F0tbp2Fragment _Analysis_AssayE0s fsa 70 tbp2 Mone "]
155 165 175 185 . 135 205 5 225 235
22000
28000
4000
20000
16000
A2000-
8000
4000
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Individuo 71

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LBM_LUCIANA-24032014_F03fsa LEM_LUCIANA-24032014 None /E
150 180 170 180 190 200 210 20 220
2000
7000
£000
5000
4000
3000
2000
4000
0
711tbp 2ZFragment_Analysis_AssayF0s fsa T1ibp 2 Mone 7]
155 185 175 185 185 205 5 25 235
32000
28000
24000
20000
16000
42000
2000
4000
0
Individuo 72
MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F441_LBM_LUCIANA-10062014 _A08 f=a LEM_LUCIANA-10062014 None 'E
160 470 480 a0 200 20 20 250
B000
7000
000
S000
4000
2000
000
1000
o
72 tbp 2ZFragment_Analysis_AssayG0afss T2ibp 2 Mone 7]
155 1685 175 185 185 205 215 225 235
22000
2&000
24000
20000
16000
42000
000
4000
0
Individuo 73
MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LEM_LUCIANA-24032014_HO9fz3 LEM_LUCIANA-24032014 Haone ’a
160 70 200 210 220 230 240

180 130

8000
7000
5000
5000
4000
2000
2000
1000

0
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TaFragment_Analysis_mssayADSisa 73 Hane [~ R]

155 165 175 185 435 205 215 225 235

28000

24000

20000

1000

12000

G000

Individuo 74

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LEM_LUCIANA24032014_A1Dfsa LEM_LUCIANA 24032014 Hone =]

150 160 170 180 130 200 210 z20 230

5000

7000

5000

5000

3000

2000

1000

TFaFragment_fnalysis_AssayB0s fsa T4 Mane "]

155 185

175 185 195
28000
24000
20000

16000!

12000

2000

an00

Individuo 75

MICROSSATELITE_FIO_G6_D$32_F421_LEM_LUCIANA 24032014_B10sa LEM_LUCIANA 24032014 Hane =

140 1

50 160 170
2000
7000
000
000
4000
3000
2000
1000

75 tbp 2Fragment_Analysis_AssayB10fsa T5tbp 2 None 7]

120 130 200 210 220

g
A

45 155

1 165 175
32000
28000
24000
20000
1000
12000
000
a000

1
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Individuo 76

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_Fa41_LEM_LUCIANA-10062014_B0Sisa LEM_LUCIANA-10062014 | None =]

140 150 160 17 130 a0 200 210 220

000

7000

£000

5000

3000

2000

1000

TEFragment_Analysis_AssayC05 fsa Xl None "]

165

155 175 183 195
32000
28000
24000
20000
16000
12000
000
a000

Individuo 77

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LBM_LUCIANA24052014_D10fsa LEM_LUCIANA24032014 | None ]

160 170

180 190 200
8000
7000
6000
s000
4000
3000
2000
1000
0

FTFragment_Analysis_AssayHOE fsa 77 None [}

185 175

155 185 195
32000
28000
24000
20000
16000
12000
000
4000

Individuo 78

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F441_LBM_LUCIANA-10082014_C0Bf=a LBM_LUCIANA- 10082014 |None ]
150 180

170 180 190 200
000
00
6000
000
a0
000
2000
1000

210 22 23
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78 thp 2Fra

1
32000
28000
24000
20000
16000
12000

8000

Indi

ament_Analysis_AssayE10 fsa FEibp 2 None =]

175 185 135

5 165

viduo 79

MICROSSATELITE_FIO_G5_D&33 F421_LEM_LUCIANA24032014_F10fsa LEM_LUCIANA 24032014 None =]

000

7000

G000

5000

3000

2000

4000

140 450 180 190 200 210 220

160 170

J9Fragmert _Analysis_AssayEDS fsa 73 Mone 7]

32000
28000
24000
20000
16000
Az000.

8000

Indi

150 210 220 230

160 170 130 200

viduo 80

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LEM_LUCIANA24032014_G10isa LEM_LUCIANA24032014 None 7]

7000

5000

5000

2000

2000

1000

180 170 120 130 200 210 220 230 240

80 1bp ZFragmert_Analysis_fssayG10fsa 201bp 2 None [}

1
32000
22000
24000
20000
16000
12000

8000

a000

5 165 175 125 195 205 215 225 225
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Individuo 81

WICROSSATELITE_FIO_GS_DS33_FA21_LBM_LUCIANAZ4032014_H107s2 LEM_LUCIANA-24032014  Nome 7]
50 160 170 180 190 200 210 220 20
000
7000
5000
5000
4000
2000
2000
1000:
]
81Fragmert_Analysis_issayFos fza a1 Hone E B
135 165 175 135 135 205 215 225 235
28000
24000

20000
16000
12000
£000
4000

Individuo 82

MICROSSATELITE_FIO_G5_D$33_F421_LBM_LUCIANA-24032014_A114sa LBM_LUCIANA-24032014 None =]

160 170

180 190 200

000
7000
6000
5000
4000
2000
2000
1000

ol

&2 thp ZFragment_Analysis_AssayAddfsa 521bp 2 Hone B

210 220 230 240

165 175

155 185 195
32000
28000
24000
20000
1B000
12000
8000
4000
0

Individuo 83

208 215 225 235

MICROSSATELITE_FIO_G5_0S33_F421_LEM_LUCIANA24032014_E11isa LEM_LUCIANA 24032014 None "]

160 170 180 130 200 210 220 230 240

8000

7000

000

5000

3000

2000

1000
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23 tbp 2Fragment_Analysis_AssayB11fsa 22 1bp 2 None ]
155 165 175 185 195 205 215 225 235
32000
28000
24000
20000
18000-
12000
2000
4000
Individuo 84
B01_84 TEFI_0Zfsa &4 TEFI Hone ’a
140 180 &0 200 20 40 280
28000
24000
20000
18000
12000
3000
4000
N
C01_24 TBPI_03fsa g4 TEPII Haone ’E
150 1w 190 210 230 250 am
28000
24000
20000
18000
12000
£000
4000
o
Individuo 85
MICROSSATELITE_FIO_GS_DS33_F421_LEM_LUCIANA-24032014_D11fs3 LEM_LUCIANA-24032014 Haone ’a
180 170 210 220 230 240

120 130 200
2000
7000
000
5000
An0
2000
2000
1000
04t




B5Fragment_nalysis_AssayG0s fsa

155
22000

165

125

a5 None 7]

205 215 225 235

Za000

24000

20000

16000

12000

2000

4000

175 185 195

Individuo 86

MICROSSATELITE_FIO_G5_D$33_F421_LBM_LUCIANA-24032014_E11fsa LEM_LUCIANA-24032014 None =]

160

17 200 210 220 230 200

000

7000

6000

5000

2000

2000

1000

180 130

B6Fragment_Analysiz_AssayAle fzs

155
32000

165

85 Nene 7]

205 215 205 235

28000

24000

20000

18000

12000

£000

4000

175 185 135

Individuo 87

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F421_LBM_LUCIANA24032014_F11fsa LEM_LUCIANA24032014 None []

160

170 210 220 230 240

000

7000

6000

5000

2000

2000

1000

180 190 200

7 thp 2Fragment_Aralysis_AssayF11fsa

155
32000

165

87tbp 2 Hane 7]

175 205 215 225 235

Za000

2a000

20000

16000

12000

000

a000

135 135
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Individuo 88

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F441_LEM_LUCIANA-10062014_D0S fea LBM_LUCIANA-10062014 Hone =]

160 17 180 130 200

2000
000
7000
000
s000
4000
3000
2000
1000

0

38 tbp 2Fragmert_Analysis_AssayG11 fsa B8 tbp Z None ]

210 220 230 240

155 165 175

185 195

32000
5000
24000
20000
18000
12000
2000
a000

0

Individuo 89

208 215 225 235

MICROSSATELITE_FIO_G5_DS33_F4d1_LEM_LUCIANA-10052014_E0&fsa LEM_LUCIANA- 10062014 None =]

150 160 170 120 190 200 210 220 220

000

7000

6000

5000

3000

2000

4000

S3Fragment_Anzlysis_AssayHOS fs3 &9 Hone "]

135 165 175 185 135 205 215 223 235

6000

5000

3000
2000
1000:




Individuo 90

MICROSSATELITE_FIO_G5_D333_F421_LBM_LUCIANA 24032014_A12fsa

150

460

170

LBM_LUCIANA 24032014 None

220

230

000

7000

000

5000

3000

2000

1000

180 190 200

S0Fragment_Analysis_AssayBiG fsa

185

165

175

Hone

® |

185 195

208

225

235

12000

10000

000

000

2000

l

Individuo 91

MICROSSATELITE_FIO_G5_D$33_F421_LBM_LUCIANA-24032014_B124sa

140

150

LEM_LUCIANA-24032014 None

210

220

000

7000

6000

000

2000

2000

1000

160 170 180

J\l

91 TBPFragment_Anslysis_AssayE01 fsa

150

91 TBP

None

]

230

32000

28000

24000

20000

46000

42000

8000

170 180

N

Individuo 92

MICROSSATELITE_FIO_G6_D533_F421_LEM_LUCIANA-24032014_C1Zisa

460

70

180

LEM_LUCIANA 24032014

a0

200

None

230

2000

7000

5000

000

3000

2000

1000
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S2Fragment_Analysis_Assayl06 isa

155

165

175

Hane =]

215

205

235

Za000

24000

20000

16000

12000

2000

L

Individuo 93

MICROSSATELITE_FIO_G5_D$33_F421_LEM_LUCIANA-24032014_D12fza

150

160

17

LEM_LUCIANA-24032014 None

180 190

8000

7000
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Abstract

Background/Aims: Our aim was to investigate a geographi-
calcluster of Huntington's disease (HD) in Ervalia, a Brazilian
town of Minas Gerais state (MG), Therefore, we calculated
the minimum prevalence of HD In Ervalia, known to have
many HD affected families. We also determined the genetic
profile of the polymorphic CAG region of the HTT gene in 32
subjects of these affected families. Methods: A descriptive
cross-sectional study was performed, starting in January
2011 until Jure 201 3. Individuals who participatedin thesur-
vey were all from Ervalia town, MG. Results: The minimum
prevalence rate found was 7.2/10,000 people, higher than
the worldwide prevalence. Conclusion: The minimum prev-
alence of HD in Ervalia was at least 10.3- to 14.4-fold greater
than that of the world population, although it does not rep-
resent the overall prevalence of the disease in Brazil. Cer-
tainly an expanded survey in the country will lead to a lower
prevalence estimate than Ervalia's. ©2015 5. Karger AG, Basel

Introduction

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant,
neurodegenerative disease that iscaused by expansions of
CAG trinucleotide repeats in the HTT gene (4p16.3) [1].
Sporadic HD represents 8% of all cases. HD is a rare dis-
order that affects individuals with ancestral origins and
distinct racial groups [2]; despite being found in popula-
tions throughout the world, there are significant geo-
graphic differences among the prevalence rates [3-5].
There is a remarkable scarcity of information regarding
the prevalence of HD in South America’s countries, ex-
ceptfor Venezuela [6]. In Brazil, the prevalence of HD has
not yet been estimated in any of the Brazilian cities. Fur-
thermore, wedo not have data on the total number of HD
patients in Brazil, because Brazil is a country of continen-
tal size and very unequal in terms of health services,

In regards to European immigration, approximately
500,000 Portuguese people arrived in Brazil between
1500 and 1808, when Brazilian ports were legally open to
friendly nations [7]. From the mid-19th century, Western
Europe, which is regarded as the origin of the founder ef-
fect of the HD mutation [8], had great emigration pro-
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cesses. From 1872 to 1972, at least 5,350,889 European
immigrants came to Brazil (31.06% were Portuguese;
30.32% ltalian; 13.38% Spanish; 4.63 Japanese; 4.18%
German and 16.42% from other regions) [9].

The history of the Zona da Mata region of Minas
Gerais began in the 19th century, with the coffee expan-
sion of Vale do Paraiba, in Rio de Janeiro [10]. As de-
scribed previously [ 11], the municipality of Ervalia, situ-
ated in the rural area of the Zona da Mata region of Minas
Gerais (MG), has a high prevalence of HD although they
did not calculate this prevalence. Therefore, the aim of
this study wastoestimate the minimum prevalence of HD
in the population of Ervalia, MG, in 2013, where there is
aknown geographical cluster of HD, and to determine the
genetic profile of the polymorphic CAG region of the
HTT gene in this population.

Methods

A descriptive cross-sectional study was performed, starting in
January 2011 until June 2013, Thirty-two people who were geneti-
cally investigated for HD lived in Ervalia town, MG (18,087 inhabit-
ants in 2013, according to IBGE). These individuals were recruited
from the outpatient clinic of PAX, a private medical clinicin Ervalia.
An informative lecture on HD was presented at the municipality to
invite people to participate in this survey. The inclusion criteria were
as follows: a clinical condition suggestive of HD or being part of a
risk group for HD. A neurologist who was an HD expert partici-
pated in the present study. Individuals with foreign citizenship and
those who were adopted by the families were excluded. All partici-
pating individuals or their legal guardians were invited to fill in and
sign an informed consent form. The estimated prevalence of HD in
Ervalia was calculated using data obtained from the genetic analysis
relative to the number of the CAG repeats in the HTT gene and
clinical symptoms at the time of the survey. Data, such as gender,
thecurrent age of each participant, disease duration through June 1,
2013, age of onset of clinical manifestations, maternal or paternal
transmission of the mutated HD allele, and place of birth, were col-
lected using a questionnaire administered to the patients, their care-
givers or correlatives. Two patients out of20 answered the question-
naires by themselves and 18 by their caregivers or correlatives. The
information about the age of onset of HD patients reported by the
caregivers was concordant with the information related by the pa-
tient's correlatives. The other 12 individuals were asymptomatic.

Population data were collected from the Brazilian Institute of
Geography and Statistics, IBGE. The pedigrees were constructed
usinga free version of the GenoPro 2007 program. The project was
approved by the ethics committee of FAMINAS, Muriaé, MG, un-
der protocol number 100331/0003, and by the ethics committee of
the University Hospital Gaffrée and Guinle of the Federal Univer-
sity of the State of Rio de Janeiro - UNIRIO, under protocol num-
ber 03/2009.

The blood sample collection, DN A extraction and the CAG/
COG sizing were performed according to Agostinho etal. [11]. Siz-
ing was also performed by Chris Kay, from Hayden Lab - Hun-

Geographical Cluster of Huntington's
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tington Disease Research Group, at the Centre for Molecular Med-
icine and Therapeutics (University of British Columbia, Vancou-
ver, Canada).

Individuals were classified as affected or normal for HD based
on concepts established by the American College of Medical Ge-
netics, the American Society of Human Genetics and the HD Ge-
netic Testing Working Group. The univariate analysis of the data
was performed. Mean * standard deviation (SD), median and pro-
portions were calculated using the 1BM SPSS Statistics software
(version 14.0). The correlation between 2 variables was measured
by ‘Pearson’s r.

An Internet search of Brazilian studies about HD was conduct-
ed until 2014 using databases related to Health Sciences, such as
PubMed/Medline, Scielo and Bireme.

Results

We investigated the population of Ervalia, MG state,
Brazil, because it has been known for its geographical clus-
ter of HD. The existence of at least 4 large apparently in-
dependent affected families has driven our attention to
this town. It is important to mention thatother towns near
Ervalia (Muriae, Juiz de Fora, and Patrocinio de Muriae)
are also known as having many cases of HD; however,
their respective prevalence of this disease are not known
vet but will be investigated by our group soon. A study of
a larger surrounding area and larger population are im-
portantbecause municipality and small towns are subjects
to selection effects, and certainly an expanded survey will
lead to alower prevalence estimate than Ervalia’s.

There are more than 4 affected families in Ervalia;
however, they did not want to participate in this survey
for different reasons. If they had been tested, the preva-
lence could be even higher. Therefore, the estimate prev-
alence is being called as minimum prevalence. We have
not done any molecular study yet to distinguish unrelated
disease alleles, although this is a very relevant step to be
considered.

Out of 32 individuals from Ervalia, 20 were carriers of
the mutated gene responsible for causing HD. These re-
sults in combination with the population data from IBGE
were used for calculating the minimum prevalence of HD
for Ervalia, which was 7.2/10,000(13/18,087 inhabitants),
although this result is not representative of the overall
Brazilian HD prevalence. This prevalence value was 14.4
or 10.3 times higher than the estimated prevalence in
Caucasian population from Europe and North America,
considering respectively 0.5 or (.7 per 10,000 inhabitants.
If affected individuals were considered using only clinical
symptoms including those who were not genetically test-
ed, there would be 25 affected individuals, and the preva-
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lence of the disease would increase to 13.82 per 10,000
individuals.

The molecular survey showed that among individu-
als who were genetically investigated (n = 32}, the mean
number of CAG repeats was 26.89 (SD +12.71), and the
mean current age of the individuals, as of June 1, 2013,
was 44.67 years (SD +17.54). Among the individuals
bearing expanded alleles (n = 20), the mean age for the
onset of the symptoms was 42.67 years (SD +12.78).
Among these individuals, 8 were female. The statistical
analysis performed between the variables of age of disease
onset and the number of expanded alleles showed a strong
negative correlation (Pearson (r) = —0.89), with p < 0.001.
From the 20 subjects with a positive genetic diagnosis of
HD, only 7 did not have the symptoms at the time of the
survey, which was most likely because they were younger
individuals. The number of CAG trinucleotide repeats
ranged from 14 to 54 for the 32 subjects studied (fig. 1),
including chromosomes with normal alleles and those
with expanded alleles. Regarding individuals with 2 nor-
mal alleles (n= 10}, 3 individuals with normal homozy-
gous alleles were found, and all of those alleles had 17
CAG repeats. The other 7 carriersof 2 normal alleles were
heterozygous. The alleles of these individuals ranged
from 14 to 24 CAG copies, with a mean value of 18.62 +
3.8 (median 17). Among the heterozygous individuals
carrying mutable normal alleles (n = 3), 1 had alleles with
16 and 30 CAG repeats, 1 had alleles with 18 and 30 CAG
repeats, and 1, who was affected, had 30 and 51 CAG re-
peats. Regarding the expanded allelesfor HD (n=20), the
number of CAG repeats ranged from 40 to 54, with a

a4 Eur Neural 2015746268
DAL 10 159000434630

mean value 0f43.52 + 3.84 (median 44). The 2 carriers of
intermediate alleles had no clinical manifestations. Of the
20 subjects with complete penetrance alleles, 7 had not
developed the cdlinical condition, because they were
vounger than the age of disease onset at the time of data
collection. Four independent pedigrees were developed
for families with a history of HD and these were con-
firmed at the molecular level. Only the pedigree of family
1 with 77 individualsis presented here (fig. 2). Individuals
were classified as genetically affected (n = 20) and report-
edasaffected (n = 19). A full description of the pedigrees
was difficult to achieve because the interviewees did not
remember previous generations and deceased relatives
with HD. The pedigree of family 2 (not shown) contained
27individuals, and of the 6 who were genetically tested, 5
were affected. In addition to these 5 genetically proven
carriers of expanded alleles, 4 other family members were
reported as affected. In an intergenerational analysis of
this family, a man with 42 CAG repeats passed the ex-
panded allele on all children with a variation of 1-3 CAG
units.

The pedigree of family 3 (not shown) contained 25 in-
dividuals. Seven of them were genetically tested and 4
were diagnosed as affected. In addition to these individu-
als, 4 other individuals were reported as affected. In this
family, there were 2 asymptomatic individuals with inter-
mediate alleles (30 CAG repeats) and 1 individual had
developed juvenile HD (W estphal variable) with 52 CAG
repeats. In the same family, an affected woman carrying
a mutated allele with 51 CAG repeats passed the expand-
ed allele on to 2 children, 1 with 49 CAG repeats and the
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Fig. 2. Pedigree of family 1, with 77 individuals. Filled symbols
represent affected individuals (genetically tested), half-filled sym-
bols represent individuals reported as affected, and the numbers

other 1 with 54. Interestingly, this woman was a carrier of
an allele with 30 repeats that was inherited from her fa-
ther. The father’s family had no reported history of HD;
however, he was a carrier of an intermediate allele.

The pedigree of family 4 (not shown) contained 43 in-
dividuals. Three were genetically tested, and all of them
were diagnosed as affected. In addition to these individu-
als, 3 individuals who had already died were reported as
affected. One individual from the third generation, who
carried an allele with 41 CAG repeats, was not included
in the prevalence calculation because he had not been liv-
ing in Ervalia, MG. In this intergenerational analysis, the
father passed the allele with 41 CAG repeats on to his son.
The frequency of intermediate alleles in the studied sam-
ple (n = 32) was 9.38%.

Discussion

According to reports from the population who par-
ticipated in the present study, most of the affected fami-
lies owned large rural properties in the region, causing
individuals from several generations to stay in the town
to manage their family businesses; even many children
who had left Ervalia to study returned home to manage
their farms. Moreover, it is interesting to note that many
women that areaffected with HD, who had previously left
Ervalia, while asymptomatic, were returned by their
spouses to their families as soon as they began showing
HD symptoms.

Geographical Cluster of Huntington's
Disease in Brazil

below the symbols represent the number of CAG repeats in each
expanded allele. Deceased individuals are marked with an X above
the symbol.

Considering the genetic aspects, the above results of
mean and median values of CAG repeats are in accor-
dance with Lee et al. [12] and Raskin et al. [13].

The prevalence of HD in the population is also influ-
enced by the number of de novo mutations as well as by
the CAG-expanded chromosomes that are not transmit-
ted to the next generation due to genetic anticipation (ju-
venile HD) [14].

Recent estimates suggest that the rate of de nove muta-
tions in families with no history of the disease, when com-
pared to other de novo mutations, is 10% or greater [15,
16]. Warby et al. [17] suggested that de novo mutations
for HD do not occur randomly in any chromosome 4 and
that there is a genetic predisposition for the occurrence of
the mutation that increases the likelihood of the expan-
sion of CAG repeats in a population.

The emergence of de novo mutations occurs at the
same rate in intermediate alleles (from 27 to 35 CAG re-
peats) as in expanded alleles. According to the study by
Warby et al. [18], both allelic categories have the same
genetic predisposing factors that lead to extra expansion
of CAG repeats.

The intermediate alleles are relatively common in the
normal population, with an estimated frequency of 1.0-
3.9%. In a Brazilian study, the frequency of intermediate
alleles in the HD sample studied was 9.1% (8/88) [13],
similarly to this study (9.4%).

Regarding intergenerational transmission, a study ob-
served that, in 70% of maternal transmission cases, the
number of CAG repeats varied with an average value of
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+0.40 CAG repetitions for maternal transmission and
+3.86 CAG repetitions for paternal transmission [19]. The
instability of the CAG polymorphic region, which is re-
sponsible for causing HD, is believed to be influenced by
several factors in addition to the actual size of the CAG
expansion, such as the gender and age of the affected pa-
tients that transmit the mutated allele [20], environmental
factors [21], other genetic factors, such ascis-elements and
trans- factors, and the machinery of DNA repair [22, 23].

Other studies have investigated the source of HD by
constructing haplotypes related to the HTT gene region
in specific ethnic populations [11, 17-19, 24-26]. Some
of these studies have reported a positive correlation be-
tween specific markers on the HTT gene and HD and
have concluded that the mutation responsible for causing
this disease appeared de novo in several individuals from
independent families in Western Europe, not from a sin-
gle founder [4, 27, 28].

The black African population is historically known to
have alow prevalence of HD; however, according to Mag-
azi et al. [29], the prevalence in Southern Africa may be
greater than expected. It is worth mentioning that the age
of onset of the disease is inversely correlated to the num-
ber of expanded CAG repeats in a fully dominant way
[12] and that sub-Saharan Africa countries are experienc-
ing an increase of age-related conditions, such as neuro-
degenerative diseases, as a result of rapid transitions with
increased life expectancy [30]. As described previously
[31], the prevalence of HD in the population that lives
around the Maracaibo Lake (Venezuela) is the highest in
the world, 699.3 per 100,000,

All individuals who participated in the present study
beara CCG allele (HTT gene) with 7 repeats according to
Agostinho et al. [11]. In Western Europe, the allele
(CCG) is the most frequent, similarly to previous find-
ings [11].

It is important to mention that the minimum preva-
lence rate found in the present study was higher (7.2 per
10,000 people) than the worldwide prevalence, which is
estimated to be 0.27 per 10,000 people (95% CI 1.55-4.72)
[32]. A meta-analysis showed that the incidence rate of HD
is0.38 per 100,000 people peryear (95% CL0.16-0.94) [32].

We found only 7 scientific articles published from
1996-2014 about HD in Brazil (table 1). Therefore, there
is sparse literature data about HD in Brazil, and it is worse
about HD in MG state, where Ervalia is located.

Brazil had the sixth highest population of Italian
European immigrants between 1870 and 1970. The
Italian emigration to Brazil included people from differ-
ent regions of Italy that settled in MG state. Italian im-

Geographical Cluster of Huntington's
Disease in Brazil

migrants were concentrated in only 3 spec ific re gions of
MG: Belo Horizonte, Southern MG, and the Zona da
Mata region where Ervalia is located. In this region
there were concentrated coffee plantations. When ana-
Iyzing the immigrants who arrived at the Zona da Mata
region, it was found that they came from 14 different
regions of Italy. This immigration movement, with the
resulting formation of the ethnic population of Ervalia,
may be one of the causes that led the munieipality to
present a high prevalence of HD [33]. The return of
affected individuals (who left the town to marry, to
study, or to work) to run their family farms or because
their spouses did not accept the disease may also have
contributed to the high prevalence of HD estimated for
Ervalia, MG.

We concluded that the minimum prevalence of HD in
Ervalia was at least 14.4- to 10.3-fold greater than that of
the world population; however, further studies should be
conducted to investigate the epidemiology of HD in oth-
er regions of Brazil, as well as tracing the origin of the
HTT gene in different Brazilian regions.
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Authors & affiliations:

Abstract
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HLntin=t n's d =, results from mutation of the HTIT gans

(4pl ). The mutation ocevrs 25 an abnormal expansion of CAG repeats in exon 1. We investizate the
CAG CC G haplotypes in Brazilians affected by HD and associated risk grovps, and the mo rtzl.l.l:\ rats of
HD in Brazil. We performad a haplotvps analwvsiz ofthe C. d CCG re;ezts (both in
Brazilian families. Werldwide, the most common CCG alleles have 7 or 10 repeats. We &

differant haplotvpes and the analvsis showed that (CCG) i to a E.ﬂ.u normal zll le in 18
haj: Ltvj:—; and to expanded allzlzs in two haplotypas. We fovnd that (CCG ras linked to expanded
CAG r=p= sats in 40 hz]:l lv]:—: (95 .24% ) and (CCG ),y was hnked to sxpand=d E_'_G repeats in only two
haplotypes (4.767 - was the most common allels in HD chromosomes. Thera waz a
significant ass xpanded CA G n Westzrn
Evrope, (CCG)ris thf 111:'5t fragque similarly to ouw i HD mortality
ratz in Brazil from 1984 to 2006, Mortalitv data werz o tamf; fro 8 (The Brazilian
M ortality Information 8 vstem) and the population data were provided by IBGE (Instituto Brasileiro de
G =ografia = Estatistica). The mortality investigation show =d that the inereass in 111..1111:' er of deaths from

HD reached 1,300% , ranging :'f m 3 NC 002/100.000) in 1984 to 42(0,022/100.000) in 2006 w hils the
overall po ]:letun increased 44% . Therefore, the mortality rate incre was not explained by ths

po 1:L|.at|."1'|. incrzaze in the same 1: riod. Frrtherme 12, such an increase was not typical ofa gensetic

. Thesz results show that the notification of HD a3 cavsz of death was well below the expaectation
re:'l::tmg 2 possible lack of knowladze of the dissass in Brazil
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APENDICE D — Questionario de coleta de dados para os individuos que
participaram do estudo.

Checklist dos sujeitos da pesquisa sobre Doenca de Huntington

Protocolo:

Nome: Prontuario:
Filiacao:
Endereco:
Telefone:
Data de nascimento:
Naturalidade:

» Heredograma
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APENDICE E - Termo de consenti mento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE DO RIO DE JANEIRO
HOSPITAL UNIVERSITARIO GAFFREE E GUINLE
LABORATORIO E AMBULATORIO DE GENETICA/ UNIGEN

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: Investigagio de mutagbes novas em pacientes suspeitos e portadores de Doenga
de Huntington, provenientes da cidade do Rio de Janeiro e Grande Rio.

1-INTRODUGCAQ E OBIETIVOS

A Doenga de Huntington (DH) ¢ uma doenga genética, neurodegenerativa rara,
progressiva, fatal e de alta penetrincia. A variabilidade clinica na apresentagio dos sinais e
sintomas da doenga, muitas vezes exige uma investigacdo molecular precisa em nivel
genético para determinagfo do diagnostico definitivo.
O projeto tem como objetivo: 1) investigar, através de estudo molecular, a presenca de
mutagbes novas no gene responsavel pela DH na populacdo de suspeitos e portadores da
DH, provenientes da cidade do Rio de Janeiro e Grande Rio, atendidos no ambulatério de
genética da UNIRIO.

II-PROCEDIMENTOS

Pacientes - Os pacientes suspeitos ou portadores da DH, devidamente esclarecidos,
serio submetidos ao preenchimento de um formuldrio de identificagio e protocolo. Caso
ndo possam fazé-lo, os seus responsaveis deverfio tomar conhecimento de todas as
informag@es, preencherem o formulario e protocolo. Serfo coletadas amostras de sangue (5
mililitros) dos pacientes suspeitos ou portadores da DH.,

Familiares dos pacientes - Se os resultados dos pacientes forem positivos ¢
significantes na causa da doenca, o procedimento serd oferecido aos familiares.

Os pacientes, provenientes desse estudo, terfio todos os dados do estudo, anexos ao
prontudrio hospitalar.
111 —- DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS

O desconforto, inerente ao estudo, consiste nas coletas de sangue que deverio ser
feitas para a realizagfo do estudo. Os riscos decorrem da necessidade de repetir uma ou
mais coletas, por exemplo, quando ocorrerem falhas de técnicas laboratoriais. O beneficio
do estudo € estabelecer o diagnoéstico e permitir o aconselhamento genético para a familia.

IV —ESCLARECIMENTOS

Todas as informag¢des serfio comunicadas, assim como quaisquer dividas serfio
esclarecidas aos participantes do estudo. O principal investigador é a Biomédica Luciana
de Andrade Agostinho e havera colaboragio da equipe médica do referido ambulatério. O
ambulatorio serd nossa referéncia e situa-se & Rua Maris e Barros,775 — Tijuca — Rio de
Janeiro — RJ, 2264 1595, as segundas e quartas-feiras pela manh, ou pelo celular da
Luciana de Andrade Agostinho (021) 91026645. Se houver alguma dlivida sobre a ética da
pesquisa, deve-se entrar em contato com a Comisséo de Etica do HUGG pelo telefone (21)
2264-5177,

V - INFORMACOES COMPLEMENTARES

A participagfio do paciente nfo € obrigatéria. A participagdo nesta pesquisa néo traz
complicagBes legais. Os procedimentos adotados para coleta da amostra sanguinea e andlise
do material genético obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
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-

conforme Resolugio no. 196/96 do Conselho Nacional de Saiide. A autorizagfio de
participagdo no estudo pode ser retirada a qualquer momento, sem prejuizo do paciente com
relagdo aos exames realizados e/ou obtengdo destes resultados. A pungéio venosa e coleta do
sangue para andlise do DNA ndo oferecem riscos 4 sua dignidade ou saide, pois ndo faré
uso de qualquer substincia quimica ou medicamento. Além de serem realizadas por
profissional capacitado e todo material utilizado serd descartdvel.

Toda informaggio a respeito do participante e seus exames serd mantida em sigilo.
Somente o (a) pesquisador (a) e o (a) orientador (a) terfio conhecimento dos dados. As
informagdes serdo fornecidas de maneira atualizada, visando um maior esclarecimento dos
familiares e até uma eventual mudanca de opiniio em continuar ou nio participando do
projeto. Os pesquisadores se comprometem a divulgar os resultados obtidos de forma ética
¢ cientifica.

VI-GASTOS

Todos os procedimentos meédicos e de diagndstico laboratorial, pertinentes a
pesquisa, serfio pagos pela Instituigo, exceto aqueles correspondentes a passagens nos
transportes coletivos urbanos, e/ou servigo de postagem nacional, se houver necessidade.

VII - COMPROMISSOS

O pesquisader responsével se compromete a utilizar os dados obtidos e o material
coletado somente para esta pesquisa e publicagbes cientificas decorrentes da mesma. O
paciente ou seu responsavel se compromete a seguir as orientagdes médicas e as instrugdes
para a coleta de material, quando tiverem que ser realizadas em casa.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Formulario de consentimento livre e esclarecido para o teste genético
diagnéstico para Doenca de Huntington

Eu, »
nascido em , declaro ter lido a carta de informacio a
respeito do projeto de pesquisa:

TITULO: Investigagiio de mutagdes novas em pacientes suspeitos e portadores de Doenga
de Huntington, provenientes da cidade do Rio de Janeiro e Grande Rio.

Acredito fer sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdies que 1i ou
que leram para mim, descrevendo o estudo. Eu discuti com a Luciana sobre minha decisdo
em participar deste estudo. Ficaram claros os objetivos e os propésitos desta pesquisa, 0s
procedimentos a serem realizados, os desconfortes, riscos e as garantias de
confidencialidade, além de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também, que 2 minha
participagdo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia de acesso & consulta e
aconselhamento genético, caso participe do estudo realizado. Concordo voluntariamente em
participar ¢ poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu entendimento neste servigo.

Data
Nome do participante da pesquisa
Assinatura do participante da pesquisa
Data
Nome do responsavel legal
Assinatura do responsdvel legal
Data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagio deste estudo.

Data
Assinatura do responsdvel pelo estudo



ANEXO | —Carta de colaboracdo com ABH

Atibaia, 22 de dezembro de 2008.
A
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO

Programa de Pos-Graduagdo em Neurologia - Mestrado

A ABH - Associacdo Brasil Huntington, entidade de apoio as familias
portadoras da Doenga de Huntington(DH) no Brasil, foi procurada pela biomeédica
Luciana de Andrade Agostinho, que relatou sua intenc3o de desenvolver o projeto
de pesquisa “Investigagdo de mutagoes novas em pacientes suspeitos e
portadores de Doenga de Huntington, provenientes da cidade do Rio de
Janeiro e Grande Rio".

Em nossa visdo o objeto da pesquisa & de grande relevancia para as familias
brasileiras com DH que ndo tém, no servico publico, acesso ao diagnostico
molecular que &, sem diuvida, uma ferramenta diagnostica muito importante.

Gostariamos, contudo, de salientar que os testes moleculares para a DH
trazem consigo diversos dilemas eéticos, 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 atraveés
do Servigo Unico de Salde-SUS gue recentemente aprovou a inclusdo da Genética

Clinica em seus servigos.
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ANEXO Il — Aprovacéao do comité de ética

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

MEMO CEP-HUGG / N* 015/ 2009

Rio de Janeiro, 12 de feverciro de 2009

lima. Profa. Carmen Likcia Antdo Paiva

Confonme decisdo do Comiid de Elica em Pesquisa do Hosprtal Universitario Galfée
¢ Guinle, em reunifio realizada em 12 de feverciro de 2009, o projeto de pesquisa "Investigacio
de mutacBes novas em pacientes suspeitos e portadores de Doenca de Hunlingten,
provenientes da cidade do Rio de Janeiro e Grande Rio”, de nlmero 03/2009 - CEP/HUGG, fol
analisado ¢ APROVADO, de scordo com a Resoluglo CNS " 196956

Informames que, de acordo com a Resolugio ONS n* 19696, cabe a0 pesquisador
apresentar a0 CEP/HUIGG os do projetos sprovade,

A

\\JJLJ.L ﬂﬂl.- \{)f_-ﬁuﬂ ({ﬁ«

Prof. Dr. Pedro Eder Portari Filhoe
Coordenador do CEP/HUGG
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