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INTRODUCAO

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca autossomica dominante neurodegenerativa causada por uma expansdo anormal do trinucleotideo citosina-guanina-adenina (CAG)
no primeiro exon no gene da Huntingtina, localizado no cromossomo 4p16.3. A expansdo anormal leva a uma sequéncia poliglutaminica (poli Q) expandida na extremidade
N-terminal da proteina huntingtina (htt). Esta expansdo confere toxicidade a proteina mutante quando presentes mais de 35 repeticdes CAGs. A htt mutante forma agregados
insoltveis, causa desrequlado transcricional na regiao cortical e estriada, perturbagdes na homeostasia protéica e na morte neuronal (BENN et al., 2008; HODGES et al., 2006; ROSS,
2002; SCHAFFAR et al., 2004; WALKER, 2007; ZHAI et al. 2005; ZUCCATO et al., 2003;)

Oalelo de repeticao CAG pode ser classificado como de penetrancia completa, se possui 40 ou mais repeticdes, de penetrancia incompleta, quando possui entre 36 e 39
repeticdes; normal elevado, quando possui entre 27 e 35 repeticdes; ou normal, quando possui 26 ou menos repeticdes. Pais, mas nao maes, que possuem alelos normais (muitas
vezes referidos como“alelos intermedidrios” ou “alelos normais mutaveis”) tém o risco de transmitir um alelo DH com penetrancia incompleta ou completa para a prole. Portanto, o
pai corre o risco de ter um filho que, eventualmente, desenvolva HD, embora o pr6prio pai ndo venha a desenvolver a doenga. Apesar de vdrios estudos sugerirem que os portadores
masculinos de alelos normais altos tém uma baixa probabilidade de transmissao de um alelo expandido HD na faixa de penetrancia completa, poucos estudos tém tentado estimar
essa probabilidade (HENDRICKS et al., 2010)

QOutra regido polimdrfica, adjacente a regido de repeticdes CAG no gene HTT, é a regido com repeticdes de trinucleotidicas CCG, que ndo estd relacionada com aidade de
inicio da DH. O perfil alélico das repeticdes (CG estd relacionado as diferentes ancestralidades de uma populagao. Em uma populagdo com descendéncia da Europa Ocidental ou da
india hd maior frequéncia dos alelos CCG com 7 unidades de repeticiio (G, enquanto que na populagdo Japonesa e Chinesa ha maior fregiiéncia de 10 unidades de repeticio (G
(COSTA et al., 2006; MOROVVATI et al. 2008; PRAMANIK et al., 2000; ZHANG et al. 2012).

OBJETIVO
Realizar o diagndstico dos pacientes suspeitos de DH, avaliar o niimero de repeticdes CAG e ((G dos individuos suspeitos, correlacionar o nimero de repeticdes CAG
encontradas com a idade de inicio da DH e identificar o nimero de repeticdes CCG.

METODOLOGIA
Os pacientes estudados foram provenientes do Ambulatério de Genética do Hospital Universitdrio Gaffrée e Guinle da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro e do municipio de Ervalia, Minas Gerais. Todos os pacientes assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” concordando com
0s termos da pesquisa.

Foram coletados de 1 a 3 mL de sangue periférico em tubos com o anticoagulante com EDTA para a andlise molecular. 0 material bioldgico
sangue foi armazenados em geladeira a 4 °C até que a extracdo do DNA fosse realizada.

Para a extracdo do DNA dos pacientes identificados como 89, 90, 91,92, 93, 94, 95, 96 e 97, foi utilizado o Blood Genomic Prep spin KIT da GE
Healthcare Life Sciences.

Para amplificacdo da regido de interesse com repeticdes CAG foi realizada a PCR (Polymerase Chain Reaction) das amostras 81; 82; 83;
84; 85; 86; 87; 88; 89; 90; 91; 92; 93; 94 e 95 empregando-se o primer forward HD1(5' TGGCGACCCTGGAAAAGCTGAT 3') e o primer reverse HD3 (5’
GCGGTGGCGGCTGTTGCTGCT 3'). Em cada tubo numerado foram adicionados: TuL do primer HD1, TuL do primer HD3, 6,25 L de TaqGreen e 4,25 pL de DNA
de cada amostra. Em sequida, os tubos foram levados para o termociclador e a PCR foi realizada conforme as etapas a sequir: Desnaturacdo - 94 °C por
5 minutos; sequidos de 35 ciclos de Desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, Hibridacdo do primer a 59,1 °C por 1 minuto, Extensao a 72 °C por 2 minutos; e
Extensdo final a 72 °C por 50 minutos.

Para amplificacao da regido CCG, a PCR sequiu a metodologia e ciclos de temperatura da PCR utilizada para amplificacao da regiao CAG, com a
excecdo de no lugar de utilizar o primer HD3, utilizou-se o primer reverse HD4 (5" (GGCGGCGGCTGAGGAAGCTG 3).

Para se determinar o ndmero de repeticdes CAG e CCG em cada alelo, realizou-se a eletroforese capilar por meio do analisador genético ABI
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3500 da Applied Biosystems. Os produtos de amplificacdo para os alelos dos loci de cada individuo foram analisados no programa GeneMapper SWV4.1.do
analisador genético ABI 3500 e os picos foram selecionados manualmente. Um dos critérios de sele¢do do pico foi o pico principal ser acompanhado de
um, dois ou trés picos denominados picos stutters. A diferenca de tamanho, entre os picos stutters e os picos principais, deve ser de 3pb. Este fendmeno
ocorre devido ao escorregamento da Taq polimerase na regiao com repeticdes in tandem de trinucleotideos ao replicar a fita de DNA. Deve-se selecionar
0 do pico de maior altura quando o eletroferograma apresentar um perfil alélico de cinco ou mais picos com intervalos de 3 em 3 pb e a excluséo de
fragmentos inespecificos amplificados.

No célculo do nimero de repeticdes CAG foi utilizada a seguinte expressdo: (A)-[(B)+(C)] /3= Nimero de repeticdes CAG, na qual A=Tamanho
(pb) total do amplicon detectado; B=Tamanho (pb) da regiao de hibridacdo dos primers e C=Tamanho(pb) da regido nao polimérfica.

No célculo indireto do nimero de repeti¢des CCG foi utilizada a sequinte expressao: (E) -[(F) + (G)] /3= Numero de repeticdes (G, na qual E=
Tamanho (pb) total do amplicon detectado; F=Tamanho da regido polimérfica CAG incluindo o primer forward e G=Tamanho (pb) do primer reverse.

RESULTADOS
Do total dos pacientes, 55,56% foram positivos para DH, sendo todos do género masculino e jd apresentavam sintomas, e 44,44% foram negativos do género feminino. Do total
de pacientes positivos, 80% eram portadores de um alelo de repeticao CAG de penetrancia completa, pois possuiam 40 ou mais repetigdes CAG, e 20% eram portadores de um
alelo de repeticao CAG de penetrancia incompleta, por possuir entre 36 e 39 repeticdes. Em relacao aos individuos normais, houve maior predominio dos alelos com 13 unidades de
repeti¢do CAG e 15 unidades de repeticao CAG. Os pacientes que possuiam um alelo com 40 ou 41 repeti¢des CAG apresentaram os sintomas mais cedo (entre 34 e 53 anos) quando
comparado ao paciente que possuia 38 repeticdes CAG no alelo, que comegou a apresentar os sintomas aos 67 anos.

Em relacdo a regido polimdrfica (CG, todos os pacientes, com excecao do paciente 89, cujo diagnéstico ndo foi conclusivo, apresentaram pelo menos um alelo com
7 unidades de repeticao (CG. 0 alelo CCG7 tem sido encontrado em alta freqiiéncia nos pacientes com DH de populagdes da Europa Ocidental ou naquelas populagdes que dela
se originaram. Na andlise das repeti¢des (CG no paciente 89, foi observada a presenca de mais de dois picos no resultado da eletroforese capilar para a regido (CG, o que indica
que possa ter ocortido contaminacao com DNA externo no momento da realizagdo do PCR ou amplificacdo de fragmentos inespecificos devido a presenga de algum fator externo
desconhecido. Portanto, torna-se necessario realizar a andlise por PCR para definir o nimero exato de repeticdes (CG deste paciente.

CONCLUSAO

Cinco individuos (55,56%) foram diagnosticados como portadores da Doenga de Huntington e quatro foram diagnosticados como normais para DH. Dos individuos
portadores da DH, os que possuiam maior nimero de repeticdes CAG (40 ou 41 repeticdes), apresentaram sintomas mais cedo do que o paciente que possuia menor
nimero de repeticdo CAG (38 repeticdes) o que é esperado. Todos os pacientes, exceto um, cujo diagnéstico ndo foi conclusivo, indicam possuir a mutacdo para DH
caracteristica da populaco européia.
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