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RESUMO

A doenca de Huntington (DH) € um disturbio neurodegenerativo raro de inicio tardio,
de heranca autossémica dominante, cujos sintomas incluem perda da coordenacao
motora, alteracfes psiquiatricas e deméncia progressiva. A DH é causada por uma
expansao do trinucleotideo CAG no éxon 1 do gene HTT. A determinacéo da idade
de inicio dos sintomas é parcialmente associada ao numero de repeticbes CAG,
sendo o restante associado a fatores genéticos e ambientais. Dentre os fatores que
podem influenciar a idade de inicio da doenca, o alelo C da variante rs3512,
localizada no gene FANL, foi associado com um atraso de 1,2 a 1,5 anos na idade
de inicio esperada da doenca conforme o tamanho da expansdao CAG em um
estudo europeu. Baseado nessas informacdes, o objetivo deste trabalho foi
identificar a variante rs3512 em um grupo de pacientes com DH e avaliar a possivel
influéncia na idade de inicio desses pacientes. Na populacdo em estudo, 57
pacientes foram avaliados e o numero de repeticdes CAG no alelo mutante do gene
HTT foi responsavel por 56,1% da variagdo da idade de inicio (p<0,001). A
distribuicdo das frequéncias alélicas (p=0,645) e genotipicas (p=0,491) foram
estabelecidas no grupo de pacientes com DH e comparadas com os controles. No
grupo de pacientes, a frequéncia do alelo C foi de 18,4% e, no grupo controle foi de
22,0%. O alelo G apresentou uma frequéncia de 81,6% no grupo de pacientes e de
78,0% no grupo controle. A distribuicdo das frequéncias genotipicas foi de 5,2% e
6,0% de homozigotos para o alelo C, 26,3% e 32,0% de heterozigotos e 68,4% e
62,0% de homozigotos para o alelo G nos grupos de pacientes com DH e controles
locais, respectivamente. Esses dados foram comparados a bancos de dados
internacionais e, encontram-se dentro do esperado, baseado em nossa
composicdo populacional. Dentro da populacdo estudada, a associacao entre o
alelo C da variante rs3512, com um atraso na manifestacéo dos primeiros sintomas
(p=0,643) dos pacientes, nao foi replicada. A falha nesta replicacdo pode ser
atribuida a heterogeneidade genética entre as populacdes e ao pequeno tamanho
amostral. Sendo assim, mais estudos devem ser realizados, estendendo a analise
para outras regibes do genoma em um numero amostral maior e com historico

étnico semelhante.
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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a rare, late-onset neurodegenerative disorder with
autosomal dominant inheritance, whose symptoms include loss of motor
coordination, psychiatric disorders, and progressive dementia. HD is caused by an
expansion of the CAG repeat in exon 1 of the HTT gene. The determination of the
age of onset (AO) of the first symptoms is partly associated with the length of the
CAG repeats of the mutant HTT allele, the remaining variation is probably due to
genetic and/or environmental factors. A possible factor that might influence the age
of onset of the disease is the C allele of the variant rs3512, located in the FAN1
gene, which was associated with a delay of 1.2 to 1.5 years on expected AO of the
disease according to the length of the CAG repeats in a European study. Based on
this information, the aim of this study was to identify the distribution of the variant
rs3512 in a group of HD patients, comparing with a sample of local controls, and to
evaluate the possible effects on the age of onset of these patients. In our population,
57 HD patients were evaluated and the CAG repeats length in mutant HTT alleles
explained 56.1% of the variation in the age of onset (p <0.001). The distribution of
the allelic (p=0.645) and genotypic (p=0.491) frequencies of the variant rs3512 were
established in both groups, local controls and HD patients. In the group of patients,
the frequency of the C allele was established at 18.4% and 22.0% in the control
group. The G allele frequency was 81.6% in HD patients and 78.0% in the control
group. The distribution of genotypic frequencies was 5.2% and 6.0% homozygous
for the C allele, 26.3% and 32.0% heterozygous and 68.5% and 62.0% homozygous
for the G allele in the HD group and control group, respectively. The data was
compared to international databases and it is within the expected, based on our
population composition. In the studied population no association was found between
the C allele of the variant rs3512 and a delay in the AO of the patients. The failure
in this replication can be attributed to the genetic heterogeneity between the
populations and the small sample size. Therefore, further studies should be carried
out extending the analysis to other regions of the genome in a larger sample size

and with a similar ethnic background.
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1 Introducéo

1.1 Doenga de Huntington

A doenca de Huntington (DH) é um distlrbio neurodegenerativo raro de
heranca autossémica dominante que, usualmente, tem um inicio sutil por volta da
quarta década de vida e piora gradualmente até a morte. A progressao da doenca
varia em torno de 10 a 20 anos de forma irreversivel (The Huntington 's Disease
Collaborative Research Group, 1993).

Embora, normalmente, apresente o inicio das manifestagdes clinicas na vida
adulta, a DH também se manifesta em jovens. Cerca de 10% dos pacientes
manifestam os sintomas antes dos 20 anos de idade. O inicio precoce da doenca
estd associado a sintomas mais graves e curso mais rapido. Enquanto o inicio
tardio, acima de 60 anos, esta associado a um fenétipo clinico mais brando da
doenca (Kremer et al., 2002; Gosh & Tabrizi, 2018).

Um padrdo caracteristico de atrofia cerebral, principalmente na regido do
estriado no cérebro é observado nos pacientes com a DH. Nas regifes dos nucleos,
putamen e caudado, a atrofia se estabelece de forma precoce, no entanto, com a
evolucao da doenca, todo o cérebro acaba sendo acometido, resultando em uma
diminuicdo de pesos e volumes cerebrais (Figura 1). A DH causa perda neuronal
em varias regibes do cérebro, incluindo neocértex, cerebelo, hipocampo,
substancia negra e nucleo do tronco cerebral (Vonsattel et al., 1998; Aylward et al.,
2000; Kloppel et al., 2009).

Atualmente, ndo existe nenhum tratamento curativo para a DH. Todos os
tratamentos sao baseados no controle e alivio dos sintomas, isto €, sdo tratamentos
paliativos, ndo impedem a progresséo da doenca, o que reflete em um ciclo de vida

muito curto apds as manifestacdes dos primeiros sintomas.



Prodromal Huntington disease

Subcortical Cortical
white matter grey matter Lateral Caudate
ventricle

Putamen

Figura 1. Atrofia na fase prodrémica da DH. Atrofia bilateral dos
nacleos, caudado e putdmen, e aumento no tamanho do ventriculo
lateral em um individuo com DH (direita) em comparacao a um individuo
normal (esquerda). Fonte: Bates et al. (2015).

1.1.1 Aspectos Historicos

A primeira referéncia a DH foi feita por Charles Oscar Waters em 1842
através de uma carta publicada na primeira edi¢ao do livro “Practice of Medicine”.
Posteriormente, em 1846, foi observado, por Charles Gorman, uma elevada

incidéncia da doenca em determinadas regides (Lanska, 2000).

No entanto, a primeira descricdo mais consolidada foi feita em 1872 pelo
meédico George Huntington, na época, com apenas 22 anos de idade. Huntington,
desde pequeno, acompanhava seu pai e avd, ambos médicos, em suas atividades
profissionais em uma comunidade rural na Nova Inglaterra e, durante essas visitas,
notou uma familia com sintomas semelhantes durante varias geracdes e concluiu
gue essa sintomatologia poderia estar, de alguma forma, interligada. Essa
experiéncia proporcionou a Huntington uma perspectiva Unica sobre a doenca
(Bates, 2005; Wexler et al., 2016).
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No decorrer de sua carreira profissional, Huntington notou trés
caracteristicas peculiares da doenca: sua natureza hereditaria, tendéncia a
insanidade ou suicidio e inicio tardio da manifestacdo dos primeiros sintomas. Em
15 de fevereiro de 1872, Huntington publicou o artigo “On Chorea”, no “The Medical
and Surgical Reporter of Philadelphia” (Figura 2), no qual descreveu, com precisao,
as caracteristicas clinicas da doenca, que na época era conhecida como Coreia de
Huntington, bem como seu padrdao de heranca autossomica dominante. A
publicacdo de Huntington despertou grande interesse no meio cientifico e
impulsionou uma série de trabalhos posteriores. No final do século XIX, a doenca
foi, finalmente, reconhecida como uma doenca global (Huntington, 1872; Lanska,
2000; Bates, 2005; Wexler et al., 2016).

MEDICAL AND SURGICAL REPORTER.
f;—s;.j].;w PHILADELPHIA, APRIL 13, 1872, [Vor. XXVI—No, 15.

ORIGINAL DEPARTMENT.

Communications. The upper extremities may be the first
affected, or both simultaneously. All the
ON CHOREA voluntary muscles are liable to be sffected,

those of the face rarely being exempted.
Ifthe patientattempt to protrude the tongue
0f Rumeney; Ot it is accomplished with a great deal of diffi-
R ad e J”L‘.;St.t‘;i‘f‘om_‘;‘-::,",:‘..f,“;}f',‘:.!,," Medl- | culty and uncertaitty. The hands are kept
Chorea is essentially a disease of the ner- } rolling—first the pa'ms upward, and then the
vous system. The name *“chorea” is given to | backs. The shoulders are shmgzed,.lnd the
the disease on account of the dancing propen- | feet and legs kept in perpetual motion; the
sities of those who are affected by it, and it is | toes are turced in, and then everted; one foot
a very appropriate designation. The disease, | is thrown across the other, and then suddenly
8 it is commonly seen,is by no means a| Withdrawn, and, in short, every conceivabla,
dangerous or serious affection, however dis- | attitude and expression is assumed, and so
tressing it may be to tho oue suffering from it, | varied and irregular are the mouonu. gone
or to his friends. Its most marked and char- | '-E"’Ollﬂh 'i";b»Llhat a complete Qde:cripuou of

xxxxxxxxxxx el AR

By Georss Hunmincron, M. D.,

Figura 2. Titulo do artigo classico de George
Huntington, “ON CHOREA” publicado em 1872, no
Medical and Surgical Reporter. Fonte: Wexler et al.
(2016).
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1.1.2 Epidemiologia

Embora a DH ja tenha sido descrita em varios paises e/ou populagdes, sua
prevaléncia global varia muito de acordo com a regido e a etnia, mas estima-se que
ocorra com maior frequéncia em pessoas de origem euro-descendente (Harper,
1992).

A prevaléncia global da doenga é de 5,70 individuos afetados para cada
100.000 habitantes nas populacdes da Europa Ocidental, América do Norte e
Australia e uma prevaléncia, significantemente menor, de 0,40 individuos afetados
para cada 100.000 habitantes foi encontrada na Asia (Pringsheim et al., 2012). A
prevaléncia nas populacdes da India e da Africa ainda ndo estdo muito bem

definidas, pois sdo poucos os estudos e dados epidemioldgicos nessas regides.

Por ser um continente caracterizado por grandes misturas étnicas, os dados
epidemioldgicos encontrados na América Latina sdo escassos. Diante desse
cenario, uma revisdo sistematica abrangente foi realizada em pacientes latino-
americanos e a prevaléncia minima da doenca foi estimada em 0,5 individuos
afetados para cada 100.000 habitantes nas populacdes da Venezuela e do México
(Castilhos et al., 2015).

Alguns isolados geogréficos apresentam uma prevaléncia média bem mais
alta, como, por exemplo, a regido do Lago Maracaibo na Venezuela, considerada
como a maior concentracdo mundial de pacientes com DH e, cuja prevaléncia
minima estimada é de 700 individuos afetados para cada 100.000 habitantes, o que
pode indicar a influéncia de um efeito fundador (Avila-Girén, 1973; Moscovich et al.,
2011; Castilhos et al., 2019).

Ainda ndo existem dados concretos sobre prevaléncia da populagédo geral
no Brasil, mas a prevaléncia minima da DH no estado do Rio Grande do Sul foi
descrita em 1,85 individuos afetados para cada 100.000 habitantes, nUmero bem
menor do que o observado em populacbes predominantemente europeias
(Castilhos et al., 2019).

12



Contudo, é importante ressaltar que, até muito pouco tempo atras, o
diagnostico era feito, unicamente, baseado nas manifestacdes clinicas. Com isso,
muitas familias, por desconhecimento ou preconceito, esconderam seus historicos
e sintomas da sociedade. Portanto, as estimativas de prevaléncia devem ser
repetidas a partir de multiplas fontes, pois os numeros de prevaléncia tendem a
serem maiores, uma vez que, com o avanco cientifico, técnicas moleculares mais
precisas estao disponiveis para o diagnostico dos pacientes (Morrison et al., 2010;
Wexler, 2010).

1.1.3 Manifestacdes clinicas

A DH é clinicamente caracterizada por uma combinacdo de alteracdes
motoras, cognitivas, psiquiatricas e/ou comportamentais. Outros sintomas menos
frequentes incluem perda de peso involuntaria, arritmia cardiaca e disturbios do
sono. Com a progressao da doenga esses sintomas se agravam e tornam oS
pacientes cada vez mais dependentes, incapacitando-os de realizar as tarefas
cotidianas de forma independente e, os levando, gradualmente a morte. Estima-se
que as causas mais comuns de morte sejam por pneumonia e/ou suicidio (Roos,
2010).

As anormalidades motoras podem ser observadas em dois estagios: inicial,
caracterizado por movimentos involuntarios e, na fase mais avancada da doenca,
caracterizado por movimentos voluntarios (Ghosh & Tabrizi, 2018). Dentre as
alteracdes na fase inicial da doenca, a mais evidente e comum € a coreia, que se
refere a movimentos involuntarios, bruscos e irregulares, frequentemente iniciados
nas extremidades distais, como dedos dos pés e das maos, progredindo para
outros segmentos até chegar nos pequenos musculos faciais. A primeira descri¢cao
da coreia foi feita pelo médico George Huntington em seu artigo publicado em 1872,
onde ele cita a alteracdo como sendo um sinal tipico e marcante de espasmo que,
comumente, se inicia nos musculos do rosto e aumenta progressivamente em

velocidade e intensidade. Ndo existe um padrdo Unico para 0s movimentos de
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coreia, isto é, variam de um individuo para o outro, mas estao presentes o tempo
todo em que o paciente esta desperto e se agravam com a progressao da doenca
(Huntington, 1872; Roos, 2010).

Embora a coreia seja o sintoma mais acentuado na doenca, 0s pacientes
sofrem um amplo espectro de alteragdes motoras. Com o avanco da doenca nota-
se a presenca de disartria e disfagia, uma vez que conversar e engolir se tornam
processos de alta complexidade para os pacientes que, ocasionalmente, podem
chegar a mudez total. Com o tempo e progressao da doenca, todos os pacientes,
eventualmente, acabam desenvolvendo bradicinesia, hipocinesia, acinesia,
distonia, tiques, movimento anormal dos olhos, movimentos excessivos e/ou
inadequados e rigidez, levando o paciente a apresentar um ritmo mais lento nas
atividades cotidianas. A influéncia do disturbio motor progride com o tempo, desta
forma, a mobilidade vai sendo gradualmente reduzida e quedas sdo muito
frequentes, ao final da doenca o paciente torna-se incapaz de se movimentar
sozinho (Roos, 2010).

As alteracdes e/ou declinio cognitivos podem estar presentes antes mesmo
das disfungcbes motoras e sdo caracteristicas marcantes na DH (Paulsen et al.,
2008). Os primeiros sinais de disfuncdo cognitiva podem ser notados nas fungdes
executivas, onde o individuo sofre uma perda na habilidade de organizacédo e
planejamento e, um comprometimento da memdéria e concentracdo. Com o avanco
da doenca, esses sinais se agravam e as tarefas usuais tornam-se muito mais
dificeis. A capacidade cognitiva dos pacientes fica cada vez mais comprometida,
até chegar ao ponto de o individuo apresentar um quadro de deméncia progressiva

e alteracdes na personalidade (Tabrizi et al., 2009; Rupp et al., 2010; Roos, 2010).

Os pacientes apresentam um amplo espectro de alteracbes psiquiatricas
que, muitas vezes, ndo sao tdo evidentes quanto as disfungcbes motoras e
cognitivas, mas estéo presentes. A depressao € o sintoma mais comum, sendo um
fator de impacto direto na qualidade de vida e disposi¢cdo dos pacientes afetados
pela DH. Dentre as demais alteracdes psiquiatricas e/ou comportamentais descritas
estdo: sindrome de ansiedade, apatia, irritabilidade, agressividade, bipolaridade,

hiper e hipossexualidade, sintomas obsessivos compulsivos e, em estagios mais

14



avancados, psicose. O risco de suicidio é relativamente alto nesses individuos,
sendo a segunda causa mais comum de morte na doenca (Paulsen et al., 2001;
van Duijn et al., 2007; Ghosh & Tabrizi, 2018).

Embora a amplitude e intensidade dos sintomas varia de paciente a
paciente, ha trés estagios principais de desenvolvimento da DH. Estagio inicial,
onde as alteragbes séo leves e sutis, estagio intermediario, onde ha uma perda
mais severa na coordenacdo motora e no equilibrio, os sintomas se intensificam, a
execucao das tarefas diarias se torna de maior complexidade e ha uma perda
gradual na capacidade cognitiva. E, por fim, o estagio avancado, onde os pacientes
se tornam totalmente afetados pela DH e dependentes, incapazes de andar, comer

ou falar sozinhos.

1.1.4 Identificacdo e isolamento do gene

Desde a primeira descricdo da DH, houve uma grande mobilizacdo na
comunidade cientifica a fim de entender melhor o percurso e a causa da doenca,
com isso inumeros avangos foram feitos. Em 1983, o gene associado a DH foi
mapeado, mas, somente 10 anos depois, o gene foi identificado através de técnicas
de clonagem (Gusella et al., 1983; The Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993; Bates, 2005).

O gene associado a DH foi localizado proximo a extremidade telomérica do
braco curto do cromossomo 4, na regido 4p16.3, esta dividido em 67 éxons que
compreendem uma ampla regido de 210 Kb, o gene foi denominado como IT15,
mas atualmente é mais conhecido como HTT. Este gene é caracterizado por uma
regido polimorfica no éxon 1 composta por repeticdes do trinucleotideo citosina-
adenina-guanina (CAG). A trinca de nucleotideos CAG codificam o aminoacido
glutamina, o que resulta na producdo de uma cadeia de poliglutamina (poli-Q) na
proteina (Gusella et al., 1983; The Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993).
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A manifestacdo do fendtipo clinico da doenca esta associada ao
comprimento da cauda poli-Q, desta forma, individuos normais apresentam uma
faixa de 6 a 35 repeticdes CAG, enquanto individuos afetados pela DH, isto &,
aqueles que irdo manifestar os sintomas classicos da doenca, apresentam uma
penetrancia completa em 41 ou mais repeticbes CAG. A faixa de 27 a 35 repeticdes
trinucleotidicas corresponde aos alelos intermediarios, que sdo aqueles que podem
sofrer instabilidade somética durante a reproducdo e, eventualmente, se
expandirem em uma préxima geracdo. A penetrancia incompleta é definida pela
faixa de 36 a 39 repeticbes CAG, onde o inicio dos sintomas ocorre mais
tardiamente e a progressdo da doenca é mais lenta, em alguns raros casos, a
manifestacdo dos sintomas é tao tardia que quase nem é notada pelo paciente (The

Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993; Ross et al., 2014).

O numero de repeticbes CAG implica, em partes, na determinacéo da idade
de inicio da manifestacdo dos primeiros sintomas e, na extensao e/ou progressao
dos danos causados pela DH. Existe uma correlagédo inversamente proporcional
entre esses dois fatores, ou seja, quanto maior for o numero de repeticdes CAG,
mais cedo o paciente ira manifestar os primeiros sintomas da doenca (Figura 3).
Sendo assim, repeticdes muito longas, acima de 60, resultam em um inicio mais
precoce dos sintomas e uma maior velocidade de progressdo da doenca. Essa
condicdo, denominada DH juvenil, ocorre em torno de 10% dos pacientes que
desenvolvem os sintomas antes dos 20 anos de idade (Gusella et al., 1983; Roos
et al., 2014).
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Figura 3: Idade de inicio dos primeiros sintomas x
comprimento de repeticoes CAG. Representacao
grafica da correlacéo inversa entre a idade de inicio
(AO) e o numero de repeticbes CAG em pacientes
brasileiros afetados pela DH. Fonte: Castilhos et al.
(2015).

1.1.5 Proteina Huntingtina

O gene da DH codifica uma proteina com multiplos dominios de 348 kDa
chamada huntingtina (htt), cuja exata funcao ainda ndo € conhecida. A huntingtina
€ expressa em varios tecidos, como, por exemplo, pulmdes, figado e coracdo, mas
em maiores concentracdes no cérebro e nos testiculos. A regido N-terminal é
caracterizada por uma extensdo de poli-Q proveniente das repeticdes
trinucleotidicas CAG presentes no gene HTT (Saudou & Humbert, 2016).

Essa cauda poli-Q, presente na huntingtina mutante, é responsavel por
induzir alteragdes na conformacéao estrutural original da proteina. Essas mudancas
impedem o enovelamento correto e ocasiona um acumulo de agregados proteicos
intracelulares, que na maioria dos casos manifestam-se no citoplasma e no nucleo
dos neurdnios. Esses agregados podem ser toxicos para as células e estar
envolvidos em mecanismos como excitotoxicidade, danos por radicais livres,

ativacado de caspase e apoptose (Landles & Bates, 2004).
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A huntingtina mutante foi descrita nos pacientes da DH como a principal
causa da neurodegeneracdo, de alteracbes de determinadas fungcbes e da
manifestacdo dos primeiros sinais clinicos da doenga. Embora ndo se saiba ao
certo o real mecanismo da causa dessa toxicidade, acredita-se que essas
alteracdes sejam explicadas por duas possiveis hipéteses: ganho de funcéo toxico
oriundo da extensa cauda poli-Q anormal ou perda de funcédo proveniente das
disfungbes conformacionais estruturais (Landles & Bates, 2004; Takahashi et al.,
2010; Ross & Tabrizi, 2011).

A DH é apenas uma dentro de um grupo total de nove doencas
degenerativas causadas por mutacdes nas quais um trato de CAG expandido
resulta em longos trechos de poli-Q na proteina codificada. Cada uma dessas
doencas esta associada a um gene especifico e a uma proteina mutante diferente,
0 que implica na perda de neurdnios especificos, com pouca sobreposicéo entre as
regides do cérebro afetadas nessas doencgas. Dentro da familia das doencas de
poliglutaminas, além da DH, podemos citar: a atrofia dentatorubro-palidoluisiana
(DRPLA), a atrofia muscular espinobulbar (SBMA) e as ataxias espinocerebelares
1,2,3,6,7e 17 (Tabela 1). Embora ndo esteja muito bem elucidado, acredita-se
na existéncia de mecanismos compensatérios que sejam capazes de neutralizar,
por algum tempo, o efeito toxico da proteina, uma vez que os individuos ja nascem
com a mutacdo, mas s6 em um determinado ponto da vida sdo acometidos pela
toxicidade proteica (Orr, 2001; Landles & Bates, 2004; Takahashi et al., 2010; Orr,
2012).
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas das doencas de poliglutaminas.

Doenca Gene Causador Tipo de Caracteristicas clinicas
Heranca
SBMA Receptor de Recessiva ligada  Fraqueza, atrofia da musculatura
androgénio (RA) ao X bulbar, tremores
DH Huntingtina Autossbmica Coreia, deméncia, distonia
(HTT) Dominante (AD)
DRPLA Atrofinal (ATN1) AD Epilepsia miocldnica, ataxia, coreia,
deméncia
SCA1 Ataxinal AD Ataxia, atrofia da musculatura
(ATXN1) bulbar, espasticidade,
polineuropatia
SCA2 Ataxina2 AD Ataxia, polineuropatia,
(ATXN2) parkinsonismo
SCA3 Ataxina3 AD Ataxia, espasticidade,
(ATXN3) polineuropatia, disfagia, distonia,
diplopia
SCA6 CACNA1A AD Ataxia, disartria, nistagmo
(Subunidade
a1A do canal de
célcio voltagem
dependente tipo
PIQ)
SCA7 Ataxina7 AD Ataxia, degeneracao retiniana,
(ATXN7) oftalmoplegia
SCAl7 TBP (proteina de AD Ataxia, deméncia, psicose,

ligante de TATA-
box)

Fonte: Adaptado de Takahashi et al. (2010)

Todas essas doencas de poliglutaminas apresentam o acimulo de agregados

proteicos intracelulares como caracteristica em comum. Por muito tempo todos os

estudos e investigacdes apontavam esses agregados como a causa patogénica da

doenca, porém, recentemente, alguns estudos demonstraram o contrario, que 0s

agregados poderiam ser potenciais protetores da toxicidade da proteina mutante,

reduzindo os niveis da htt difusa e, consequentemente, diminuindo o risco de morte

celular e, aumentando a sobrevivéncia neuronal. (Davies et al., 1998; Arrasate et
al., 2004; Miller et al., 2010; Arrasate & Finkbeiner, 2012). Desta forma, essas

descobertas fornecem novas perspectivas na compreensao do mecanismo da

doenca e abrem portas para maiores investigagbes sobre o assunto, trazendo

esperanca e clareza para essas doencas neurodegenerativas incuraveis.
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1.2 Modificadores Genéticos

Uma das peculiaridades da DH é a variancia na idade de inicio, embora
tenha sido previamente descrito e estabelecido o efeito da correlagdo inversa entre
a idade de inicio e o numero de repeticdes CAG, isto explica apenas cerca de 70%
na variabilidade da idade de inicio dos primeiros sintomas. Pacientes da mesma
familia e com 0 mesmo numero de repeticdes CAG apresentam idades de inicio
distintas. Essa variacdo sugere que além da correlacdo inversa existam outros
fatores genéticos e/ou ambientais atuando na idade de inicio dos individuos
afetados pela doenca. Algumas evidéncias sugerem que grande parte dessa
variabilidade na idade de inicio decorre de variantes genéticas comuns que podem
modificar a estrutura e a funcdo da proteina, impactando varias redes metabdlicas
e influenciando na expresséo génica. Essa interacdo poderia influenciar no tempo
em que a primeira caracteristica clinica se torna evidente (Duyao et al., 1993;
Rosenblatt et al., 2001; Wexler et al., 2004; Arning & Epplen, 2013).

Ha vérias décadas busca-se por fatores genéticos que possam influenciar
na idade de inicio de pacientes com a DH. Neste contexto, a identificacdo desses
modificadores genéticos pode ampliar a compreensdo dos mecanismos bioldgicos,
que sdo subjacentes a patogénese da doenca e, proporcionar algum, potencial, tipo
de abordagem terapéutica no futuro (Gusella et al., 2014).

1.2.1 Estudos Genéticos de Associacao

Um dos principais objetivos das analises genéticas em humanos € entender
melhor os processos patogénicos da doenga para o desenvolvimento de possiveis
tratamentos e intervencdes terapéuticas. Desta forma, estudos de associagao
gendmica (Genome Wide Association Study - GWAS) fazem uma varredura por
todo o genoma em busca de regides polimorficas que séo, usualmente,
caracterizadas por uma variante de nucleotideo simples (single nucleotide variant -

SNVs), que sozinhos ndo sdo a causa da doenca, mas funcionam como
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marcadores genéticos que estabelecem pontos de referéncias no genoma. As
SNVs sdo a forma mais comum de variacdo no genoma e séo oriundos da troca de
um determinado nucleotideo por outro em um mesmo locus cromossémico. Sendo
assim, investiga-se uma associacdo entre o genoétipo e fendtipo de centenas ou
milhares de SNVs, tal associacdo pode indicar uma relacéo direta, refletindo nos
mecanismos e na progressao da doenca, ou indireta, podendo ser um indicador
para a localizacdo da variante causal. Variantes genéticas de inUmeras doencas
complexas ja foram localizadas a partir de estudos de GWAS (Arning, 2016;
Holmans & Stone, 2018).

Nesse ambito, uma ampla analise de GWAS foi realizada em um total de
4.082 individuos afetados pela DH a fim de identificar, ndo fatores de risco, mas
sim, possiveis modificadores genéticos que pudessem estar atuando na idade de
inicio da manifestacdo dos primeiros sintomas da doenca. A partir desta varredura
gendmica o sinal mais significativo foi encontrado no cromossomo 15 (Figura 4)
(GeM-HD Consortium, 2015).
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Figura 4. Analise de Associacdo Genbmica em pacientes
com DH. Manhattan plot da analise de GWAS evidenciando o
pico de maior significancia no cromossomo 15. Fonte: GeM-HD
Consortium (2015).

Em um primeiro momento, dentro deste locus cromossdmico, foram
evidenciados dois grupos significativos de SNVs, o primeiro, compartilhado pelos
genes MTMR10 e FAN1 e, o segundo, localizado no gene HERC2P10. Essas

andlises de associacdo foram feitas a partir do efeito de SNVs independentes
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(rs2140734 e rs146353869). Apos correcdes estatisticas, para a remocéo do efeito
dessas variantes especificas, foi notado que apenas a significancia dos genes
FAN1 e MTMR10 foi mantida. Ambos os genes fazem parte do sistema de reparo
do DNA. (Figura 5) (GeM-HD Consortium, 2015).
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Figura 5. Analise de associacado condicional no locus
cromossdmico principal. Painel inferior: Os circulos
vermelhos e verdes representam o grupo de SNVs
independentes mais significativos; Painel do meio: Analise
de associacdo condicionada por uma variante especifica
(rs2140734). Ambos os grupos (vermelhos e verdes) séo
mantidos apdés a remocdo do efeito associado desta
variante; Painel superior: analise de associacao
condicionada por outra variante (rs146353869), apenas o
grupo verde permaneceu significativo apés a remocao do
efeito desta variante. Fonte: GeM-HD Consortium (2015).
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Dentro do grupo de SNVs significativos encontrados no gene FAN1, a
variante rs3512, apresentou um retardo, estatisticamente significante (p<0.001), na
idade de inicio da manifestacdo dos primeiros sintomas da doenca. Foi
demonstrado que os pacientes portadores do alelo C, desta variante, apresentavam
0s primeiros sintomas da doenca 1,31 anos mais tarde que o esperado, em relacao
ao numero de repeticbes CAG presentes no gene HTT. Desta forma, ao que tudo
indica, o alelo C teria um papel protetor na idade de inicio em individuos americanos
afetados pela DH (GeM-HD Consortium, 2015).

Este estudo de GWAS abriu caminhos e foi fonte de inspiracdo para uma
série de publicacBes posteriores, 0s resultados apresentados tiveram um impacto
profundo em varias areas e forneceram, principalmente, esperanca de um melhor

entendimento da patogénese da doenca.

A partir dessas informagbes e resultados, um estudo multicéntrico,
envolvendo diversos grupos de pesquisa europeus, avaliaram 22 SNVs visando
encontrar uma associacao entre os genes envolvidos no sistema de reparo do DNA
e a idade de inicio dos pacientes. Essas variantes genéticas foram avaliadas para
vérias doencas de poliglutaminas, incluindo DH, DRPLA, SBMA e as SCAS 1, 2, 3,
6, 7 e 17. Um total de 445 individuos foram analisados para a DH e, dentre todas
as SNVs avaliadas, a SNV individual mais significativa foi a variante rs3512.
Seguindo a mesma dire¢ao do trabalho citado anteriormente, foi demonstrado que
os pacientes portadores do alelo C, da variante rs3512, apresentaram um atraso
de 1,40 anos na idade de inicio dos primeiros sintomas (p<0.001), em comparacao
aos portadores do alelo G. Assim sendo, foi demonstrado que os genes de reparo
do DNA séo potenciais modificadores da idade de inicio em DH e em SCAs,
sugerindo um mecanismo patogénico comum que pode vir a oferecer novas

oportunidades terapéuticas para varias doencas (Bettencourt et al., 2016).

Posteriormente, inspirado e baseado nos resultados anteriores, as mesmas
22 SNVs, citadas previamente, foram avaliadas em pacientes com a doenca de
Machado-Joseph, que € uma doenca de poliglutaminas, também conhecida como
ataxia espinocerebelar do tipo 3 ou SCA3. O estudo teve como objetivo verificar o

efeito da associagao entre as variantes genéticas localizadas nos genes do sistema
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de reparo do DNA e a idade de inicio dos pacientes com SCA3, em uma populacao
asiatica. Um total de 798 individuos com SCA3 foram analisados e nenhuma
associacao entre a variante rs3512 e a idade de inicio foi encontrada. Na verdade,
nenhuma das SNVs testadas apresentaram resultados significativos e, dentre as
justificativas citadas pelo autor, pela falha na replicacdo dos resultados esta o fato
de que a incidéncia de doencas poli-Q na Asia é muito baixa, sendo necessario um
namero amostral muito grande para seguir as mesmas direcfes dos estudos
prévios, que foram caracterizados a partir de coortes caucasianas. Por fim, o autor
cita a ampla heterogeneidade genética entre as populagdes e sua influéncia na
importancia na identificacdo de potenciais modificadores genéticos (Wang et al.,
2018).

Nessa conjuntura, um estudo realizado pelo nosso grupo avaliou a
associacao entre a variante rs3512 e a idade de inicio dos primeiros sintomas em
144 pacientes afetados pela doenca de Machado-Joseph. Foi demonstrado que os
pacientes portadores do gendétipo homozigoto para o alelo G (G/G), apresentavam
uma antecipacdo de 2,44 anos na idade de inicio estimada, ou seja, esses
individuos apresentaram os primeiros sinais clinicos da doenca 2,44 anos antes do
esperado em relacdo ao numero de repeticbes CAG presentes no gene HTT.
Quando esse resultado foi combinado ao gene ATXNZ2, previamente descrito como
sendo um modificador genético da idade de inicio em pacientes com SCA3, foi
demonstrado uma antecipacéo de 2,58 anos na idade de inicio desses pacientes.
Todavia, quando o gene ATXN2 foi combinado com o genétipo homozigoto para o
alelo C (C/C) ou heterozigoto (C/G), da variante rs3512, foi demonstrado um atraso
de 4,25 anos na idade de inicio dos primeiros sintomas da doenca nestes pacientes,
indo ao encontro dos resultados citados previamente (Figura 6) (Mergener et al.,
2020).

Portanto, como previamente elucidado, o alelo C da variante rs3512 atua
como um fator protetor na idade de inicio dos pacientes. Nao s6 em DH e SCA3,
mas em outros disturbios neurodegenerativos de inicio tardio. Estima-se que a
neurodegeneragdo comece muito antes da manifestagdo do primeiro sinal clinico,

nessa visdo, a compreensao dindmica do DNA, proteinas e vias envolvidas é de
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extrema relevancia para desenvolver terapias génicas e prevenir e/ou melhorar os

sintomas e a qualidade de vida dos pacientes.
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Figura 6: Analise estatistica de diferentes
gendtipos davariante rs3512 associados ao
gene ATXN2 em pacientes com SCA3.
Regressao linear: () representa pelo menos
um alelo C combinado com o alelo curto da
ATXN2 (até 22 repeticbes CAG); (A)
representa pelo menos um alelo C combinado
com o alelo ATXN2 intermediario (entre 22 e
23 repeticbes CAG); (o) representa nenhum
alelo C combinado com o alelo curto da
ATXN2; (o) representa nenhum alelo C
combinado com o alelo intermediario da
ATXN2. Fonte: Mergener et al. (2020).

Por isso, a identificacdo de modificadores genéticos € de extrema
importancia na DH, e em varias outras doengas. A compreensdo dos mecanismos
que, de alguma forma, modulam a idade de inicio da manifestagcdo dos primeiros
sinais clinicos da doenca, proporciona, além de um grande avanco na perspectiva

e expectativa de vida, muita esperanca para esses pacientes e familiares.
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1.2.2 Gene FAN1

Vérias publicacbes de estudos anteriores identificaram inGmeros genes
como modificadores genéticos da idade de inicio na DH. Individuos sem a doenca
nao sofrem os efeitos dos polimorfismos presentes nestes genes, no entanto, em

pacientes podem alterar o curso e a progressao natural da doenca.

O gene FAN1, um dos genes do sistema de reparo do DNA, foi descrito como
um potencial modificador da idade de inicio na DH (GeM-HD Consortium, 2015;
Bettencourt et al., 2016). Esse gene esta localizado no braco longo do cromossomo
15, no locus 15013.3, é distribuido em 15 éxons que dao origem a 28 transcritos. A
proteina codificada é altamente expressa no cérebro e leva o0 mesmo nome do
gene, FANL1, é composta por 1.017 aminoacidos e, é caracterizada pelas atividades
5’'endonuclease e 5-3" exonuclease, tais atividades tém finalidade de reparar o
DNA de danos ou lesbes ocasionadas por ligagcbes cruzadas intercadeia
(interstrand crosslinks - ICLs) (Zerbino et al., 2018; Yates et al., 2020 - Ensembl

Human Genome Browser).

ICLs bloqueiam a transcri¢ao e a replicacdo do DNA e, como reflexo a isso,
o sistema de reparo € acionado. FAN1 interage com as proteinas do complexo dois
da via da anemia Fanconi (Fanconi anemia - FA), para reparar os danos causados
no DNA decorrentes desses ICLs. A via da FA é composta por trés complexos
proteicos que formam uma rede de interacdo a fim de corrigir os danos causados
no DNA. O complexo central, denominado FANCI-FANCD?2, é recrutado e ocorre
uma interacdo entre FAN1 e FANCD2, formando um heterodimero, com o complexo
1, denominado FAAP24. O complexo FANCM — FAAP24 desempenha um papel
muito importante na via da FA, onde é capaz de identificar o dano, emitir sinais para
o recrutamento do complexo central e estabilizar a forquilha de replicacdo para
reparar a lesdo causada no DNA (Smogorzewska et al., 2010; Kim & D'Andrea,
2012; Lachaud et al., 2016; Jin & Cho, 2017).

Alguns estudos prévios relataram a FAN1 como potencial modificador
genético, ndo apenas na DH. Foi demonstrado que a FAN1, em um modelo animal,
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exerce um efeito protetor contra as repeticbes CGG no gene FMR, na Sindrome do
X Fragil (Zhao & Usdin, 2018). E, posteriormente, em um modelo de células tronco
pluripotentes induzidas (iPS), derivadas de pacientes, foi demonstrado que a
superexpressdo da FAN1 estava associada a um retardo na idade de inicio e na
progressdo da DH, interagindo com as repeticdes CAG através de um mecanismo
independente de nuclease. Isso fornece novas perspectivas para possiveis
tratamentos terapéuticos na DH e, potencialmente, em outros disturbios
ocasionados por repeti¢des trinucleotidicas (Goold et al., 2019).

1.2.3 Variante rs3512

A variante rs3512 esta localizada nos genes FAN1 e MTMR10. Estudos
prévios demonstraram que a SNV quando posicionada no gene FAN1, um dos
genes do sistema de reparo do DNA, atuava como um potencial modificador
genético na idade de inicio de doencas de poliglutaminas. Foi descrito um atraso
na idade de inicio da manifestacdo dos primeiros sintomas clinicos em pacientes
portadores do alelo C desta SNV, na DH e em SCA3 (GeM-HD Consortium, 2015;
Bettencourt et al., 2016; Mergener et al., 2020).

O gene MTMR10 é distribuido em 16 éxons que dao origem a 10 transcritos,
faz parte da familia de miotubalarinas, que regulam diversos processos e formam
heterodimeros com uma subunidade de fosfatase ativa para atuar nos fosfatos de
fosfatidilinositol (Hnia et al., 2012; Zerbino et al., 2018; Yates et al., 2020 - Ensembl
Human Genome Browser). Até o momento ndo ha nenhuma evidéncia de
associacao do alelo C da SNV rs3512 em relacéo a idade de inicio na DH, quando

posicionado no gene MTMR10.

A SNV rs3512 esta localizada na regiao regulatéria, 3’UTR do gene FAN1 e,
em uma regido intrénica do gene MTMR10, é caracterizado por uma variacdo do
alelo ancestral G para C (G>C) e, ndo ha nenhuma significancia clinica reportada
(Figura 7) (Zerbino et al., 2018; Yates et al., 2020 - Ensembl Human Genome

Browser National Center of Biotechnology Information).
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Figura 7: Visao genémica da variante rs3512. Fonte: Zerbino et al. (2018); Yates
et al. (2020) - Ensembl Human Genome Browser National Center of Biotechnology
Information.

De acordo com os bancos de dados internacionais gnomAD (Lek et al., 2016)
e 1000 genome (Zerbino et al., 2018), a frequéncia alélica global da variante rs3512
€ de 0,733 para o alelo G e de 0,266 para o alelo C e, 0,812 para o alelo G e de
0,187 para o alelo C, respectivamente. A frequéncia do alelo menor (C) é mais alta
na Europa, em torno de 30 & 33%, seguido da Africa, em torno de 19 a 21% e da
América Latina (referente aos paises Colémbia, México, Peru e Porto Rico), que
apresenta a frequéncia do alelo C em torno de 17 a 18%, a menor frequéncia do
alelo menor pode ser observada no Leste Asiatico, com apenas 1% (Figura 8). A
frequéncia genotipica global da SNV € de 0,673 para homozigotos para o alelo G
(G/G), 0,280 para heterozigotos (C/G) e de 0,047 para homozigotos para o alelo C
(C/IC) (1000 genome database; Zerbino et al.,, 2018). De uma forma geral, o
genodtipo mais frequente em todas as populacdes, exceto no Leste Asiatico, € o

G/G, seguido do gendtipo C/G e, em menor frequéncia o gendtipo C/C (Figura 8).
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Figura 8: Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas da variante
rs3512 em diferentes populacfes. a. Frequéncias alélicas extraidas de dois
bancos de dados internacionais diferentes: 1000 genomas e GnomAD. b.
Frequéncias genotipicas de diferentes populacbes extraidas do Projeto 1000
genomas. Fonte Adaptado de Mergerner et al. (2020).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar possiveis efeitos do genoétipo da variante rs3512 como modificador

da idade de inicio em pacientes com a doenc¢a de Huntington.

2.2 Objetivos especificos:

e Identificar a variante rs3512 em um grupo de pacientes com DH e em

amostras de controles normais;

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas da variante rs3512

nos dois grupos;

e Comparar dados obtidos a partir da nossa populagdo com bancos de
dados internacional,
e Avaliar a possivel influéncia da variante rs3512 com a idade de inicio

dos pacientes com DH.
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