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Resumo

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca neurodagéma de heranca autossémica
dominante, causada por uma expansao instavel @¢ig&gs CAG no genkrls. A
manifestacdo clinica da DH comeca na vida aduliaidade de inicio da doenca esta
relacionada com o tamanho da expanséo trinucleatigorém outros fatores parecem
influenciar as primeiras manifestacées dos sintofaatre eles, podemos citar o fator
neurotréfico derivado de cérebro (BDNF), que temaummportante funcdo no
desenvolvimento e na manutencdo de neurdnios adaltatua como regulador da
plasticidade sinaptica no cérebro humano. Nesballra, foi correlacionado a variacao
da idade de inicio da DH com o polimorfismo Val6@Mie BDNF. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente signifisange comparacdo da distribuicéo
genotipica entre os dois grupos de estudo, nene extas freqiéncias alélicas. O
namero de repeticbes CAG foi responsavel por 72%adacao da idade de inicio e o
gendtipoVal66Metapresentou uma idade de inicio mais tardia quaodparado com
Val66Val. Portanto, no nosso estudo, o polimorfismo Val66ieBDNF parece estar

associado com a variacao da idade de inicio da DH.

Palavras Chave

Doenca de Huntington, doencas neurodegeneratza86Met BDNEF PCR em tempo

real.



Introducéo

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca neuratgéva com padrao de
heranca autossémica dominante, caracterizada powim@otos involuntarios
coreiformes e alteragdes cognitivas. O inicio do®mas ocorre por volta dos 40 anos
de idade, progredindo até a morte em um periodapdeximadamente 10 a 15 anos
apos o inicio da doenca (1). A prevaléncia da D¥hiavel conforme a etnia. Nos
caucasianos da América do Norte e da Europa é7d&08.000, sendo 10% menor no
Japéo, China, Finlandia e Africa (1, 2).

O gene da doenca de Huntingtdnlb) foi localizado e identificado no braco
curto do cromossomo 4 (4pl16) (3). O géh#5 codifica uma proteina que é altamente
expressa no cérebro, mais abundante no cortex rakrebestriatum, denominada
huntingtina. Esta proteina citoplasmatica € esakrmiirante o desenvolvimento na
gastrula e neurogénese e, em adultos, para a sahrela neuronal. A huntingtina
normal € anti-apoptotica nos neurénios do sisteemaoso central (SNC) e também esta
envolvida no transporte vesicular nas rotas deegéor e endocitose (4). A DH esta
associada com uma expansao do trinucleotidio CAGexan 1 do gendT15. A
expansao trinucleotidica no gehEL5 resulta em uma poliglutamina expandida na
regido N-terminal da proteina huntingtina (5).

A natureza exata dos eventos moleculares e cedutare ligam a mutagdo com
0s sintomas ainda néo foi evidenciada. No entawidéncias demonstram o papel da
expansdo num ganho de funcao, o qual é toxicoppmeavel pelo processo patoldgico
(5). Individuos normais apresentam entre 10 a etigbes e pacientes com DH
apresentam entre 37 a 121 repeticbes CAG. A doamgsenta penetrancia completa

em individuos que apresentam 41 ou mais repetiC#S (3). A genotipagem de



familias com DH confirmou que o numero de repe8cdesta inversamente
correlacionado com a idade de inicio da doencamAlé&so, quando o gene da DH é
herdado do pai pode, ocasionalmente, apresentadoraro maior de repeticdes devido
a uma instabilidade especifica das repeticbes Qdt@nte a espermatogénese de alguns
homens (5, 6). O numero de repeticoes € responpérvdl0% da variacado da idade de
inicio dos sintomas, sendo que o percentual restmnteve a fatores familiares, o que
indica a ocorréncia da acao de genes modificadbre®). Varios genes candidatos sédo
investigados como modificadores da DH, baseado apelpde cada um deles na
neurodegeneracdo, neurotransmissdo e/ou no degiemmolo do cérebro (7). Os
possiveis candidatos sédo, entre outros, genesogiifecam produtos que interagem com
a huntingtina normal e mutante. Polimorfismos neggmes, mesmo sem efeito nos
individuos néo afetados, podem modificar o cursdakmnca (8).

O fator neurotréfico derivado de cérebro (BDNBrain-derived neurotrophic
factor) € membro da familia das neurotrofinas, que tambBolui o fator de
crescimento dos nervos (nerve growth factor - NGFpeurotrofina-3 (NT-3) e a
neurotrofina-4 (NT-4) (9, 10). Durante o desenvolento, o BDNF mantém a
sobrevivéncia e a diferenciacdo de uma populac@ioonal selecionada no sistema
nervoso periférico e central, participa do cresaimes direcionamento axonal e na
modulacdo do crescimento e da morfologia dendritiéaias evidéncias sugerem que a
atividade neuronal regula a transcricadBdiNF, o transporte do mMRNA d8DNF e da
proteina para dentro dos dendritos e a secrec@ootisina BDNF, a qual € importante
na formacgdo apropriada das conexdes sinapticagntuio desenvolvimento e na
aprendizagem e memoria em adultos (11).

O gene que codifica BDNF esté localizado no braco curto do cromossomo 11,

no limite das regides p13 e 14. Em humanos, o B&WNF ultrapassa 70Kb e tem uma



estrutura gendmica extremamente complexa. Até oenton foram identificados 11
exons e 9 promotores funcionais que sofspticing alternativo, sendo expressos de
forma tecido-especifica (11).

O BDNF parece ter um papel especifico na patologia dafis, os pacientes
tém uma reducao na expressad@NF nos nucleos putamen e caudado. Além disso, a
huntingtina normal eleva a transcricado BIDNF pela inibicdo do elemento silenciador
restrito de neurdnios e promove o transporteB&iNF (dentro das vesiculas) pelos
microtdbulos. Assim, a huntingtina mutante reduzexpressdo ddBDNF e sua
liberacdo, a qual é essencial para acaBlONF nos neurbnios estriatais (8, 12, 13). Em
camundongos transgénicos, ja foi demonstrado dBBNF tem um impacto na idade
de inicio e na gravidade da disfuncdo motora, otarido a sobrevivéncia dos
neurdnios da projecao estriatal (14).

A variagao da sequéncia 8®DNF pode levar a uma diferenca na expressao do
gene ou metabolismo da proteina, causando umarabifiéade neuronal seletiva. Um
polimorfismo localizado na regido codificadora BDNF, ocasiona a substituicdo do
aminoacido valina por metionina no cédon(¥&al66Met)na proteina. O polimorfismo
Val66Meté altamente conservado através das espécies ensteouoter influéncia na
memoéria humana e na ativagdo do hipotalamo, ptaradeprocessamento intracelular e
a secrecao atividade-dependente do BDNF (15).

Todos os transcritos dBDNF s&o traduzidos no reticulo endoplasmético em
precursores proBDNF, os quais séo transportadoggsiculas secretdrias do complexo
de Golgi aos dendritos, axdnios e terminais neusof@atransporte € controlado por um
dominio do BDNF localizado na regido préoxima ao SKi66Met Este polimorfismo
ndo afeta a funcdo da proteina BDNF madura, masaatt transporte intracelular do

proBDNF e consequentemente a secrec¢ao do peptiakaron (13).
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A caracterizagdo do polimorfismo d¢éal66Met BDNFrealgcou a importancia
dessa neurotrofina em diferentes desordens neqgro@sicas. Varios estudos clinicos
associaram esse polimorfismo com alteracbes naeotacdes do BDNF no soro de
pacientes com depressdo, esquizofrenia, doencalateimer, esclerose mdultipla e
anorexia (10, 16)Assim, o polimorfismoVal66Met pode ser um fator modificador
genético na expressdo de um numero de condi¢cdebraer normais e anormais,
portanto representa um bom candidato a gene madificda idade de inicio da DH.
Um estudo recente demonstrou que pacientes com ugHsgo heterozigotos para o
polimorfismoVal66Metapresentam uma idade de inicio mais tardia queodparada
com os homozigotos para BDWF(17).

O objetivo deste trabalho foi correlacionar o paiifismoVal66Mé no gene do
BDNF com a idade de inicio da DH e com o numeroegeticdes CAG no ger@&l5

nos pacientes com DH.
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Materiais e Métodos

Caracterizacdo das amostras bioldgicas

Grupo de pacientes com DH: 47 pacientes ndo apal@ntforam incluidos no
presente estudo, todos provenientes da regidaadBiaskil. O diagndstico dos pacientes
foi realizado pela determinacdo do numero de refpesi trinucleotidicas CAG no gene
IT15. A idade de inicio dos sintomas de cada indiviu@btida a partir da respectiva
ficha clinica.

Grupo controle: 100 individuos ndo aparentados seais clinicos da doenca,
também provenientes da regido sul do Brasil. Easasstras fazem parte de um banco

de DNA de amostras andnimas.

Isolamento do DNA

O sangue periférico foi coletado dos pacientes Bbtre dos individuos normais
através de puncado venosa em frasco contendo EDd @mticoagulante. No grupo
dos pacientes com DH, o DNA foi extraido a partr ©imL de sangue periférico,
utilizando o método de excesso de sais e proteikads3). No grupo dos individuos
normais, o DNA foi isolado a partir de uma amoskealO0OuL de sangue, utilizando o
kit GFX™ Genomic Blood DNA PurificatiofGE Healthcarg, conforme protocolo

fornecido pelo fabricante.
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O DNA extraido foi, entéo, quantificado pelo métdthorimétricoQuant-iT®
(Invitrogen), utilizando o aparelhdubit (Invitroger), e todas as amostras foram

diluidas para uma concentracdo de 5ng/uL e armdasrza- 18°C.

Anélise molecular

A determinacdo do numero de repeticbes CAG no démb foi realizada
através de PCR conprimers fluorescentes, seguido de eletroforese capilar no
equipamentdABI 3130xI (Applied BiosysteinsA regido adjacente as repeticoes CAG
foi amplificada com o par derimers HuntF 5’-~GACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGG
3’ e HUntAR 5 -TGGCGGCTGTTGCTGCTGCT&'. O primer HuntAR foi marcado
com 6-FAM (6-carboxifluoresceina) na sua extrem@adterminal.

A reacéo de PCR foi realizada em um volume fina2si¢/L contendo 10 ng de
DNA gendmico; 2.0 pmol de cada primer (HuntF/HunjARIOO pM dNTPs
(Amersham-Pharmacia)l5 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCIHCR Buffer Il -
Applied Biosystems 2.3 mM MgC};, 10% (v/v) dimetilsulfoxido (DMSO); e 2
unidades deAmpliTag Gold DNA polimerase (Applied Biosystems

A amplificagdo foi realizada em termociclador canfe descrito a seguir:
desnaturacao inicial e ativagao da polimerase & @8t 10min, seguido por 5 ciclos a
94°C por 30seg e 72°C por 3min, 5 ciclos a 94°C3fisieg e 70°C por 3min, 5 ciclos a
94°C por 30seg, 68°C por 1min e 72°C por 2min ei@0s a 94°C por 30seg, 60°C por
1min e 72°C por 3min e extensao final a 72°C poni20

Uma aliquota do produto do PCR (0.5 pL) foi mistiaraom 9.0uL formamida
(HiDye formamide, Applied Biosysteme 0.5uL GeneScan500-LIZ (Applied

Biosystems)As amostras foram desnaturas a 95°C por Smiarsfgridas para banho
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de gelo e mantidas por 5 min. A eletroforese failizada noABI 3130x| Genetic
Analyzer (Applied Biosystemsyisando um capilar de 36cmX50um contendo
Performance Optimized Polymer-7 (POP-7, AppliedsBstems)As amostras foram
injetadas durante 22seg a 3.0 kV e a eletroforeseren a 15 kV por 40 minutos a
60°C. O tamanho daampliconsforam calculados por compara¢cdo com o marcador de
peso molecularGeneScan500-LIZe os resultados foram interpretados com o
GeneMapper 4.0 software (Applied Biosysiems

A regido polimérfica do genBDNF foi amplificada pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) por meio do ensaio alelo especliamMar® (Applied Biosystems
utilizando o equipamentdBIl 7500 Real-Time PCR SystéfApplied Biosystemspara
genotipagem do polimorfismdal66Metdo BDNF (SNP ID: rs6265).

A amplificacdo foi realizada em um volume final 8gL, contendo 10ng de
DNA gendmico, 0,2uL deSNP Genotyping Assay Mix40X e 4pL deTagMan
Universal PCR Master Mfk 2X. O programa para termociclagem incluiu um ciclo
inicial a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 @clie 95°C por 15 segundos para
desnaturacao e 60°C por 1 minuto para anelamestteasao.

A discriminacdo alélica foi realizada através déeta da fluorescéncia apos
amplificagdo, a uma temperatura de 60°C duranteirutoy e os resultados foram

analisados utilizando 8600 System SDS v1.4 Softwgkpplied Biosystems

Andlise estatistica

As freqliéncias genotipicas e alélicas para o gdepcontrole e para o grupo de
pacientes com DH foram estimadas pelo método déagem. A comparacdo das

frequéncias encontradas nos dois grupos de estidedlizada pelo teste do Qui-
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quadrado X?) de Pearson, com o auxilio do programa WINPEP). (ASipétese nula
foi rejeitada quandp<0,05.

As frequéncias genotipicas das duas populacdasftestadas para o desvio do
Equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando o testé de Pearson, com um nivel de
significancia de 5%.

A associacdo da idade de inicio com o numero detighes CAG no alelo
mutante foi estimada por regressao linear, coml Wizesignificancia de 5%. O melhor
ajuste estimado pelo valor défRi obtido depois de uma transformacéo logaritndiaa
idade de inicio.

Para analisar a possivel influéncia do polimorfiswad66Met do BDNF na
idade de inicio foi feito a média das idades padaayendtipo. Posteriormente, através
do testet de Student, essas médias foram comparadas, comtenvalo de confianca

de 95%.
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Resultados

Genotipagem do polimorfismdal66Metdo genaBDNF

As frequéncias genotipicas e alélicas do polireorfiVal66Metdo geneBDNF
foram determinadas nos dois grupos e os dadososlestao resumidos na Tabela 1.

O grupo controle foi composto por 74 homozigotagapo aleloVal66
(freqUiéncia genotipica = 0,740), 25 heterozigo®250) e 1 homozigoto para o alelo
Met66 (0,010). O alelo contendo o nucleotideo ancestajficante do residuval,
apresentou uma frequéncia de 0,865 e o alelo cadif do residutet apresentou
uma frequéncia de 0,135.

No grupo de pacientes foram identificados 33 iitilivs homozigotos para o
alelo Val66 (0,702), 11 individuos heterozigotos (0,234) en@iiiduos homozigotos
(0,064) para o alelMet66 O aleloVal66 apresentou uma freqtiéncia de 0,819 e o alelo
Met66apresentou uma frequéncia de 0,181.

N&o foram observadas diferencas estatisticanggtaficantes na comparacao
da distribuicdo genotipica entre os dois grupoestado ¥*=3,501; gl=2;p=0,174),
nem entre suas freqiiéncias aléliggsQ,595; gl=1;p=0,440).

As duas populactes foram testadas para o EquailileriHardy-Weinberg (H-W)
e os valorex” calculados para os dois grupos foram menores d@ quagor tabelado
para um nivel de significancia de 0,05. Portansodiatribuicbes genotipicas do grupo

controle e dos pacientes com DH estdo em equild&ibl-W.
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Andlise da reqgresséo linear

Para os individuos com DH (n=47), a relacao entréroero de repeticbes CAG
no alelo mutante e a idade de inicio da doencddtErminada usando regressao linear.
O melhor ajuste para os dados foi obtido depoiarda transformacéo logaritmica na
variavel dependente aplicando o modelo: In(idade$(CAG), ondea = 5,757 (EP=
0,204) e = -0,046 (EP= 0,004) (Fig.1). Este modelo resuéiouum valor preditivo de

72,5% (R=0,725, p < 0,0001).

Relacdo do polimorfismo com a idade de inicio

No grupo dos individuos com DH, a idade média deianfoi 38,47 (desvio
padrdo = 13,59, intervalo = 6-72). Quando a amdsirastratifica pelo gendtipo do
Val66Met (47 observagdes), os valores encontrados foraseggintes: média (desvio
padréo; intervalo; observacde$jal66Val 35,36 (12,09; 6-65; 33)Val66Met 44,73
(14,11; 17-64; 11)Met66Met 49,67 (21,13; 30-72; 3). As médias das idades foram
comparadas pelo testede Student com intervalo de confianca de 95%. Quadd
gendtiposVal66Val e Val66Met foram comparados, a hipétese nula foi rejeitada em
favor da hipétese alternativa, assim as médiasldissgenotipos sdo significativamente
diferentes entre si. Por outro lado, quando conmpasao gendtipdViet66Metcom o0s
outros dois gendtipos, em ambos o0s casos a hipdtaeke nado foi rejeitada,

considerando as médias nédo significativamenteatifes.

17



Discussao

Vérios trabalhos foram realizados correlacionangmlonorfismoVal66Metno
geneBDNF ao inicio das manifesta¢fes dos sintomas na Dtietanto, nenhum deles
foi realizado com pacientes brasileiros (7, 8,240,

Alguns estudos demonstraram a influéncia do pohlistap na funcionalidade
do sistema nervoso central, a alteracdo no tratespuracelular e a secrecao atividade-
dependente d®DNF (15). Além disso, analise da proteina BDNF em undetm
murino de DH mostrou que o polimorfisiv@l66Metcausa uma reducéo na eficiéncia
do transporte do BDNF vesicular ao longo dos mitolos (22). Baseado nisso, o
polimorfismo Val66Met do BDNF mostrou-se um 6timo candidato como efeito
modificador na variabilidade da idade de iniciopanientes com DH.

Em nossa amostra, as frequéncias alélica e geretipdo apresentaram
diferenca entre o grupo de individuos normais erup@ de pacientes com DH. As
frequéncias alélicas e genotipicas em individuosais e em pacientes com DH para o
polimorfismo Val66Met previamente estabelecidas em 2005 em pacientesigiEm
espanhola também ndo demonstraram diferenca gstatisnte significativa (17).

Nesse estudo, o numero de repeticbes CAG foi regpeh por 72% da
variabilidade, valor muito semelhante ao encontexdoestudos realizados previamente
(7,17, 23, 24, 25).

Comparando o polimorfismyval66Metdo BDNF com a variacdo da idade de
inicio no nosso estudo, observamos que pacient@s ©o gendtipo Val66Met
apresentaram um inicio da doenca mais tardio quemiparados com pacientes com o
gendtipoVal66Val Esse dado esta de acordo com um estudo realfprad@amente

(17). Apesar do gendtipdet66Metapresentar uma idade de inicio mais tardia, a média
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de idade de inicio em pacientes com esse gendipdon estatisticamente diferente dos
demais. Mas, esse resultado deve ser considerad@aatela, visto que esse genotipo
apresentou uma baixa freqiiéncia na nossa amosga.dado também foi previamente
observado (17). Outros estudos realizaram a mesmadis&a € ndo encontraram

associacao do polimorfismo com a idade de inicidatnca (7, 8, 24, 25).

Essa diferenca entre os estudos pode ser devidariac&o étnica entre as
populacdes ou simplesmente pela diferenca no tamndelamostra entre os estudos. No
presente trabalho e no trabalho de Alberch, em ,20Gamanho das amostras foram
menores que 0s outros quatro, assim é possiveh@oeaetratem o que acontece na
populacdo como um todo. Portanto, o aumento do rmrde amostras analisadas
devera produzir resultados mais representativoedsa populagao.

No entanto, estudos recentes demonstraram queapattas, BDNREassva €
BDNFvassmes @ huntingtina mutante néo prejudica o transpodie reticulo
endoplasmatico para o complexo de Golgi, mas étaab transporte pds-Golgi do
BDNF vesicular. Em especial, o transporte pés-GdlgiBDNFR/q66va € blogqueado
significativamente, enquanto que o transporte d&lBRssvet N80 € afetado. Esse dado
indica claramente que a huntingtina mutante afateeste o transporte do BDNgéva
sem causar a retencdo do BDOMNésme:t N0 complexo de Golgi (16). Além disso, uma
diminuic&o do nivel de BDNF foi associada a uma&eipagao do inicio da DH e a um
aumento da gravidade das alteragcdes motoras (14).

Esses dados corroboram o achado desse estuanguisto BDNF é essencial
para a sobrevivéncia dos neurénios estriatais £68)minuicdo desses niveis, devido a
presenca da huntingtina mutante e do gendtiptb6Val causa morte precoce de
neurdnios e, consequentemente, 0s sintomas seestanif na auséncia da protecao do

BDNF.
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O presente trabalho, assim como outros dados caadlols anteriormente,
indicam que o BDNF tem um papel importante na jmitddgia da DH. O BDNmao é
um indutor da DH e as alteracfesRIDNF ndo sao responsaveis pelo inicio da doenca,
mas os dados obtidos nesse trabalho sugerem qoi@rmigismo Val66Metdo BDNF
pode estar associado com a idade de inicio da Dpbpalacao regional. Esses dados
indicam que a administracdo de BDNF pode ser um &dlempara terapias de protecao

do inicio da DH ou, até mesmo, para impedir ou wlirinia progresséo da doenca.
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Legendas

Figura 1. Relacdo entre a idade de inicio e o numero deigépst CAG nos alelos
mutantes, para os genaotipos do polimorfissad66Metdo BDNF. A linha indica a
regressdo linear em toda a amostra (n=47), demoigathsformacao logaritmica da

idade de inicio (R=0,725).
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Tabela 1.Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfistaé6Metdo geneBDNF no grupo controle e no grupo de individuos com Bsl.

freqUéncias relativas de cada grupo estao enténieses.

Genotipos Alelos
Grupo n Valor p n Valor p
Val/Val Val/Met Met/Met Val66 Met66
74 25 1 173 27
Controle 100 200
(0,740) (0,250) (0,010) (0,865) (0,135)
0,174 0,440
33 11 3 77 17
Pacientes com DH 47 94
(0,702) (0,234) (0,064) (0,819) (0,181)

*X*=3.501; gl=2

®X*= 0.595; gl=1
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