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INTRODUGAO:

A Doenca de Huntington é uma doenga neuroldgica, hipercinética e de heranga
autossbmica dominante caracterizada por coreia, deméncia progressiva e alteragoes
comportamentais, com manifestagdes clinicas geralmente entre a terceira e quinta
década de vida. Sua etiologia esta relacionada a expanséo trinucleotidica de 36 ou
mais repeticbes CAG no gene HTT, responsavel pela codificacdo da proteina
huntingtina. Embora sua fungao ainda néo esteja completamente elucidada, sabe-se
que sua conformacgao normal é responsavel pelo aumento da sobrevivéncia celular.
Além disso, essa proteina € amplamente expressa em todo o0 organismo, com maior
concentragdo no Sistema Nervoso Central (SNC). A expansao no gene HTT leva a
producdo de uma forma neurotdxica da huntingtina, resultando em morte neuronal

progressiva.

Individuos diagnosticados com Doencga de Huntington-like apresentam um
fendtipo semelhante ao da Doenga de Huntington, mas sem a expanséao patogénica
no gene HTT. Apesar da semelhanca clinica entre ambas as condi¢des, a Doencga de
Huntington é amplamente descrita na literatura, enquanto a Doenc¢a de Huntington-
like, subdividida em quatro subgrupos (HDL 1, 2, 3 e 4), ainda ndo possui etiologia
completamente elucidada. No entanto, ja foram identificados genes associados aos
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subtipos 1, 2 e 4. Cabe ressaltar que diferentes variantes em distintos genes podem

ocasionar quadros clinicos semelhantes.

Estima-se que aproximadamente 1% dos pacientes com diagnéstico clinico de
Doenca de Huntington no mundo ndo apresentem alteragbes no gene HTT, sendo,
portanto, classificados como portadores da Doenca de Huntington-/ike. Entre esses
casos, 79,3% possuem etiologia desconhecida, evidenciando a complexidade clinica

e genética dessa condi¢ao e a necessidade de investigacao detalhada.

Dada a importancia e impacto do diagndstico preciso, visando evitar a perda de
casos potencialmente trataveis levando em conta progndsticos variaveis bem como
um aconselhamento genético adequado, o objetivo deste estudo € analisar variantes
genéticas em pacientes com Huntington-like como parte da elucidagéo do diagndstico

etiolégico desses pacientes

METODOLOGIA:

Foram analisados os dados do sequenciamento do exoma de 12 pacientes,
seis do sexo masculino, seis do sexo feminino, com diagndstico de Huntington-like.
Esses dados foram provenientes da dissertacéo de tese “Caracterizagéo clinica e de
neuroimagem de pacientes com fendtipo Huntington-like”, de Nara Maria Borges
Alves, e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o numero CAAE:
12112913.3.0000.5404.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes atendidos no Ambulatério de Doenga
de Huntington do Hospital das Clinicas da UNICAMP que apresentam disturbios do
movimento como coreia, parkinsonismo, distonia, mioclonia, ataxia, tremor, tiques, e
que tivesse resultado negativo para o teste molecular de HTT. Foram excluidos do
estudo pacientes menores de 18 anos, individuos cujos dados cadastrais estavam
ausentes ou incompletos, bem como aqueles que foram a ébito durante a realizagao

da pesquisa.

Para a analise e interpretacdo dos dados de exoma, objeto deste projeto, foram
utilizadas duas ferramentas: a plataforma Franklin (byGenoox), para a investigagéo
de variantes de nucleotideo unico (SNVs) e o software ExpansionHunter (lllumina),

para a identificacdo de expansdes de repeticées nucleotidicas.
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Para a investigacdo de SNVs, foi elaborado e aplicado, na plataforma Franklin,
um painel contendo genes previamente associados a disturbios do movimento e
deméncia progressiva. Além disso, foram aplicados filtros, no mesmo sistema,
baseados nos seguintes critérios: profundidade de leitura (sequéncias com cobertura
superior a 10x), visando minimizar erros técnicos; frequéncia (N/A e raro — 1%), que
indica a frequéncia em que a alteragdo genética se apresenta na populagéo;
caracteristicas fenotipicas (coréia e deméncia progressiva); nivel de confianga (alta e
média), avaliando parametros internos da propria plataforma, como a relagao entre
homozigotos e heterozigotos, a proporgao de leituras que suportam o alelo alternativo
e a qualidade do mapeamento das leituras; e patogenicidade, incluindo apenas
variantes classificadas como patogénicas, provavelmente patogénicas ou de
significado incerto, conforme os critérios estabelecidos pelo American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG).

Adicionalmente, realizou-se uma analise utilizando o software
ExpansionHunter, que permite a identificagdo de variantes no numero de coépias
(CNVs), especificamente expansdes de repeticdes nucleotidicas, com base nos dados

obtidos pelo sequenciamento do exoma.

ApOs as analises genéticas, os dados clinicos dos pacientes foram revisados

para correlacionar o gendtipo identificado com o fenétipo observado em cada caso.

RESULTADOS:

A analise de SNVs identificou trés alteracdes genéticas, nos genes PAH, NPC1
e LRRK2, classificadas como patogénicas, cada uma presente em pacientes distintos,
sendo compativeis com o fendtipo observado. Além disso, foram detectadas outras
variantes potencialmente relacionadas ao fenétipo dos demais pacientes; no entanto,
estas foram classificadas como "variantes de significado incerto" (VUS), exigindo

reavaliacao futura para elucidacao diagndstica.

A analise das variantes de expansao revelou que quatro, dos doze pacientes,
apresentam expansao no gene JPH3, ou seja, apresentam mais de 40 repeticoes
trinucleotidicas CTG/CAG. Trés pacientes exibem alelos intermediarios nos genes
JPH3 (36 a 39 repeticdes), TBP (41 a 46 repeticoes) e ATXN1T (36 a 43 repeticoes).
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Por fim, cinco pacientes ndo apresentam expansdes detectaveis nos genes

analisados.

CONCLUSAO:

Sete variantes distintas, entre SNVs e expansdes, foram identificadas em sete

pacientes diferentes, cada uma capaz de justificar o fenotipo observado.

Em trés dos cinco pacientes restantes, foram encontradas variantes de alelos
intermediarios que podem contribuir para a explicacdo do fendtipo. No entanto,
analises mais aprofundadas sdo necessarias nesses casos, bem como em pacientes

que apresentam SNVs de significado incerto.

Portanto, foram identificadas variantes em aproximadamente 60% dos
pacientesestudados. Nossos resultados contribuem ndo somente para um melhor
entendimento da etiologia do fendtipo Huntington-like, mas também beneficiam
diretamente os pacientes envolvidos que tiveram uma confirmagdo da etiologia

genética da sua doencga, possibilitando um aconselhamento genético adequado.
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