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RESUMO

Introdugédo: A doenga de Huntington (DH) é um disturbio
autossdmico dominante, neurodegenerativo com perda progressiva
de neurdnios estriatais, caracterizado por movimentos coreiformes,
declinio cognitivo e disturbios psiquiatricos. Ela é causada pela
expansao patogénica da repeti¢ao trinucleotidica instavel (CAG)n
no éxon 1 do gene HTT para huntingtina. Os sintomas geralmente
se manifestam tardiamente (35-50 anos), havendo uma correlagéo
inversa significante entre o limiar do nimero de repeticées CAGe a
idade em que os sintomas se iniciam.

Objetivos: Rastrear alelos com expansdes da repeticdo (CAG)n
em um nucleo familiar com suspeita de DH, por meio de analise de
segregacgao meidtica e assistir ao aconselhamento genético.
Métodos: Foram incluidos na pesquisa quatro individuos (pai,
filha 1, filho e filha 2), maiores de idade, sendo pai e filho com
achados clinicos sugestivos de DH e as duas filhas assintomaticas.
Os alelos (CAG)n foram determinados por meio de ensaio especifico
da reagao em cadeia da polimerase quantitativa por fluorescéncia.
Resultados: A genotipagem dos alelos (CAG)n demonstrou que o
pai, o filho e as duas filhas eram portadores de alelos patogénicos
com 38, 45, 40 e 41 repeticdes CAG, respectivamente.
Concluséo: Andlise de segregagéo dos alelos (CAG)n revelou a
transmiss&o paterna da expansao patogénica instavel (CAG)n=38
para os trés filhos. Visando ao aconselhamento genético adequado
e precoce nas filhas, o teste permitiu identificar os alelos patogénicos
de maneira rapida e precisa.

Descritores: analise de segregagao, disturbio de repeti¢ao
trinucleotidica, doenga de Huntington, expanséo de repeticdo
trinucleotidica CAG, poliglutamina, teste genético.

ABSTRACT

Introduction: Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant
neurodegenerative disorder, with progressive loss of striatal neurons,
characterized by choreic movements, cognitive deterioration and
psychiatric disturbances. HD is caused by the pathogenic expansion
of the unstable trinucleotide repeat (CAG)n in exon 1 of the huntingtin
HTT gene. The symptoms generally manifest at late age (35-50
years), and there is a significant inverse correlation between the
threshold number of CAG repeats and the time of onset of symptoms.
Objectives: To screen for alleles with expanded (CAG)n repeats
ina nuclear family with clinical suspicion of HD, by meiotic segregation
analysis, and to assist genetic counseling.

Methods: Four adults (father, daughter 1, son and daughter 2)
were included in the study, being father and son referred because of
clinical findings suggestive of HD and the daughters asymptomatic.
The (CAG)n alleles were determined by a specific quantitative
fluorescent polymerase chain reaction assay.

Results: Genotyping of (CAG)n alleles showed that the father, son
and both daughters carried pathogenic alleles with 38, 45, 40 e 41
CAG repeats, respectively.

Conclusion: Segregation analysis of (CAG)n alleles revealed
paternal carrier transmission of the pathogenic unstable expansion
(CAG)n=38 to the son and both daughters. Aiming at early and
adequate genetic counseling in the daughters, the genetic test allowed
identifying the pathogenic alleles in a rapid and precise manner.
Keywords: Genetic test, Huntington disease, polyglutamine,
trinucleotide repeat disorder, trinucleotide repeat expansion CAG,
segregation analysis.
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INTRODUGAO

A doenga de Huntington (DH; MIM ID #143100) ¢
neurodegenerativa, progressiva e apresenta um padréo de heranga
autossémica, com dominancia completa’. As manifestagdes incluem
movimentos desordenados de todo o corpo (coréia, distonia),
deterioragdo cognitiva e disturbios psiquiatricos. Os sintomas
caracteristicos geralmente comegam a se manifestar em idades entre
35 e 50 anos, podendo eventualmente acometer criangas (DH
juvenil) e idosos® 3. A doenga ocorre com diferentes taxas de
prevaléncia no mundo; porém, dados a respeito da incidéncia e
genética de populagdes no Brasil sdo limitados**.

A causa genética da DH é a expans@o patogénica da
repeticao trinucleotidica CAG (cédon CAG para o aminodacido
glutamina) no éxon 1 do gene HTT localizado no brago curto do
cromossomo 4 (regido 4p16.3). O gene HTT codifica a proteina
huntingtina’. Contiguo a repeticao (CAG)n se encontra uma repeticéo
da trinca CCG, que caracteriza um dominio rico em prolinas na
huntingtina; e cuja extenséo varia na populagéo humana, mas sua
associagao com a DH néo esta esclarecida®.

A partir de um limiar, o nimero de repeticoes CAG esta
inversamente correlacionado com a idade em que os sintomas da
DH se iniciam® "', Neste sentido, a Sociedade Americana de
Genética Humana para o diagndstico genético da DH recomenda
adeséo as seguintes definigdes: (i) alelo normal é todo gene HTT
com < 35trincas CAG. Estes alelos ndo causam doenga. Os alelos
normais podem exibir instabilidade meiética, embora infrequente, e
somente os alelos intermediarios com 27-35 trincas CAG tém
mutabilidade demonstrada; estes caracterizam o estado de pré-
mutagao e por causa da instabilidade intrinseca da pré-mutacdo ha
risco para as proximas geragoes; (i) alelo DH é todo gene HTT
com > 36 repeticoes CAG. O fendtipo da DH nem sempre é
penetrante para expansdes entre 36 e 39 trincas CAG, mas a
penetrancia é completa para alelos com > 40 trincas CAG™. Contudo,
€ importante destacar que alelos intermediarios com 27 a 35
repeticdes podem causar DH moderada com inicio na idade
avangada'. Por outro lado, a DH juvenil é caracterizada por
expansoes longas (>95 repeticdes)’.

A analise molecular da expansao (CAG)n no gene HTT
€ 0 ensaio padrdo-ouro em casos de suspeita de DH,
proporcionando diagnéstico correto e preciso da doenga, além de
facilitar e possibilitar o aconselhamento as familias.

Neste trabalho apresentamos o resultado das analises
das repeti¢des polimdrficas (CAG)n e (CCG)n em um niicleo familiar
acometido pela DH, atendido pelo Nucleo de Diagnostico e
Investigagao Molecular junto ao Hospital Escola Alvaro Alvim na
cidade de Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil.

METODOS

Sujeitos da pesquisa: A inclus@o no estudo foi voluntaria e o
atendimento gratuito. Todos os responsaveis legais foram
esclarecidos e concordaram em participar mediante assinaturas
dos respectivos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido. Os
objetivos deste estudo estdo contemplados no projeto de pesquisa
intitulado "Desenvolvimento de testes moleculares rapidos, altamente
eficientes e econdmicos para o diagndstico de doengas genéticas
humanas: Fortalecendo a interiorizagdo da Genética no SUS",

aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa em seres humanos da
Faculdade de Medicina de Campos, sob folha de rosto FR-278769.
Extracao de DNA: DNA gendmico foi extraido de sangue periférico
(0,3 mL) utilizando o kit comercial lllustra ™ blood genomicPrep Mini
Spin kit (GE Healthcare, UK) e subsequentemente armazenado em
freezer a -20 °C.

Tipagem das expansoes trinucleotidicas: Foram utilizados trés
iniciadores (HD1, HD3 e HD4) para amplificagéo das repeti¢des
trinucleotidicas (CAG)n e (CCG)n no gene HTT (IT15; huntingtina;
localizagdo cromossomica 4p16.3). Os iniciadores foram
redesenhados a partir de sequéncias publicadas' ™, utilizando os
programas de livre acesso OligoPerfect™ Designer da Invitrogen™
(http://www.invitrogen.com/) e OligoCalc Oligonucleotide Properties
Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/
oligocalc.html), adaptados a tecnologia de detecgéo por fluorescéncia
e validados computacionalmente contra sequéncias de referéncia
do genoma humano disponiveis em bancos de dados publicos (http:/
fwww.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando os programas online CLUSTALW
(http://align.genome.jp/) e in silico PCR (http://genome.ucsc.edu/
cgi-bin/hgPcr?command=start). O iniciador HD1 é na orientagao
sentido e foi marcado com fluorocromo VICTM (fluorescéncia verde);
HD3 e HD4 sao iniciadores reversos e ndo foram marcados com
fluorescéncia. Os trés iniciadores foram utilizados em ensaios
separados com as associagdes HD1-HD3 (amplificagdo da repeticéo
(CAG)n e HD1-HD4 (amplificagéo de ambas as regides (CAG)n e
(CCG)n. Para a tipagem alélica foi utilizada a reagéo em cadeia da
polimerase quantitativa por fluorescéncia (QF-PCR). Os produtos
foram separados por eletroferose capilar de alta resolugdo em
analisador genético automatico ABI PRISM 310 (Applied Biosystems,
EUA). Os perfis alélicos foram determinados utilizando os programas
GeneScan Analysis 3.7 e Genotyper 3.7 softwares (Applied
Biosystems). O estudo aderiu as recomendagdes laboratoriais da
Sociedade Americana de Genética Humana para o diagnéstico
genético da DH".

RESULTADOS

Informagdes sobre parentesco e a suspeita ou histdrico
de DH na familia foram utilizadas para a elaboragéo de heredograma
mostrado na Figura 1. O ndcleo familiar estudado foi composto pelo
pai (P) e 3 filhos (F1, F2 e F3) com suspeita de expans&o alélica
patogénica no gene HTT e histérico familiar de doenga psiquiatrica.
Pai (67 anos) e filho F2 (34 anos) apresentavam sinais clinicos de
DH e vinham sendo tratados ha anos como esquizofrénicos. As
duas filhas (F1 e F3) assintomaticas, com 36 e 29 anos,
respectivamente, relataram histérico de doenca similar em outros
membros da familia ja falecidos.

Nesta familia foi possivel detectar claramente a instabilidade
na transmissao paterna da expansao patogénica (CAG)n=38. O
teste genético possibilitou a identificagdo do aumento da expanséo
do alelo paterno mutado transmitido a todos os filhos testados. Foram
identificados quatro diferentes alelos variando de 38 a 45 repeticoes
CAG para os quatro individuos testados (tabela 1), com a seguinte
distribuicao: 38 repeticdes (P), 40 repetigdes (F1), 45 repeticbes
(F2) e 43 repeticdes (F3). As discrepancias alélicas observadas
entre o alelo obrigatoriamente paterno transferido aos trés filhos
nao correspondem a alelos de exclusdo dos vinculos de filiagao
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Figura 1. Heredograma do nucleo familiar investigado. Os individuos envolvidos no estudo foram o pai (P) com 67 anos, duas filhas (F1 e F3) com 36 e 29
anos respectivamente e um filho (F2) com 34 anos. O estado de portadoras assintomaticas nas duas filhas que procuraram aconselhamento genético é
indicado conforme a nomenclatura recomendada pela Sociedade Americana de Conselheiros Genéticos?.

paterna, pois estes vinculos foram determinados pelo teste de
paternidade utilizando 15 marcadores polimérficos (dados nao
mostrados), que incluem os 13 marcadores do sistema CODIS
(Combined DNA Index System)®™.

Os gendtipos correspondentes a regido polimorfica
(CCG)n apresentaram 3 alelos variando de 6 a 10 repeti¢des, com
a seguinte distribuicao: P (7/7 repetigdes), F1 (10/7 repeticdes), F2
(10/6* repeticoes) e F3 (7/7 repeticdes) (tabela 1). Os dados
indicam transmisséo instavel do alelo paterno (CCG)n=7 para o
alelo (CCG)n=6 observado em F2.

DISCUSSAO

Os sintomas da esquizofrenia sdo raramente
encontrados associados a DH'. Lovestone e colaboradores
(1996) descreveram um nucleo familiar com transmissao de
expansdo patogénica (CAG)n em que todos os quatro

individuos afetados apresentaram uma sindrome psiquiatrica
grave, sendo que em trés foi de natureza esquizofrénica’®.
Dois outros membros vivos sem sinais motores aparentes de
DH tinham recebido tratamento psiquiatrico, sendo um para a
esquizofrenia. Dai a importancia de se realizar o teste molecular
especifico que visa confirmar ou afastar a suspeita de DH
envolvendo achados clinicos confundidores, proporcionando
ao paciente receber o tratamento correto e assim uma melhor
qualidade de vida.

Neste trabalho observamos que todos os trés filhos
herdaram alelos (CAG)n>40 expandidos e segregados de
forma instavel do alelo patogénico paterno (CAG)n=38, tendo
todos apresentado a regido poliglutaminica maior que a do
pai. Também podemos constatar que o Unico filho a manifestar
até o momento os sintomas foi F2, que herdou o alelo
apresentando a maior expansdo (CAG)n=45.

Tabela 1. Gendtipos relativos as repeticdes (CAG)n e (CCG)n no gene ITT para o ndcleo familiar analisado.

AMOSTRA MARCADOR PERFIL ALELICO a (CAG)n (CCG)n CONDIGAO
P HD1-HD3 135 180 23 38 -- e Portador
F1 HD1-HD3 114 186 16 40 -- e Portador
F2 HD1-HD3 114 201 16 45 - - Portador
F3 HD1-HD3 108 189 14 4 - - Portador
P HD1-HD4 179 224 -- .- 77 Portador
F1 HD1-HD4 167 230 - .- 10 7 Portador
F2 HD1-HD4 167 242 - .- 10 6* Portador
F3 HD1-HD4 152 233 -- .- 77 Portador

a Tamanho em nucleotideos

* Mutagao de um passo do alelo paterno (CCG)n=7 transferida para o filho F2 em que se observou o alelo

(CCG)n=6.
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Este filho apresentou 7 repeticdes a mais que o progenitor.
O aumento no nimero de repeticdes CAG resulta em um fenémeno
chamado de antecipagéo genética, no qual a gravidade da doenga
esta associada ao nimero de repeticdes CAG no alelo, 0 que também
se correlaciona com a precocidade de inicio dos sintomas. Esse
fendmeno ¢é observado nas sucessivas geragdes'’. Expansdes
patogénicas sdo mais frequentemente observadas durante a
espermatogénese, o que resulta em maiores taxas de transmissao
paterna'® %,

Também realizamos para essa familia a analise da
expansao (CCG)n adjacente a expansdo (CAG)n. Essa expansao
também foi polimérfica, com alelos contendo de 6 a 10 repeticoes,
apresentando um baixo polimorfismo comparado ao (CAG)n. Estas
variantes ndo estdo relacionados a doenga?®, uma vez que, tanto
individuos normais quanto portadores de alelos patogénicos (CAG)n
apresentam o mesmo padréo de repeti¢des (CCG)n.

CONCLUSAO

A doenca de Huntington é relativamente rara, contudo considerando
aidade de inicio dos sintomas e as consequéncias associadas, é
muito importante que se faga o diagndstico genético. Nesta familia
encontramos o alelo patogénico paterno (CAG)n=38 que exibiu
extrema instabilidade meidtica a transmissao para os trés filhos
genotipados.
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