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Resumo

As mutagbes dindmicas envolvem a expansiio do nimero de unidades repetitivas,
presentes em determinado gene ou sua vizinhanga, consistindo em unidades repetidas de
trés ou mais nucledtidos em fandem (isto é, adjacentes uma a outra). A repeti¢do de

tripletos pode ocorrer em diversos genes e codificar varios aminodcidos.

A instabilidade do tamanho das repeti¢oes de tripletos podera conduzir & sua expanséo

gradual, podendo os efeitos dessa expanséo levar a doengas.

De acordo com o tamanho das expansdes podem surgir portadores ndo afetados
(portadores de pré-mutagdes) e, como o tamanho da expansdo pode crescer ao longo de
geragdes consecutivas, pode resultar em doengas cuja gravidade, apresentagdo clinica e

idade de inicio da doenga sdo variaveis.

A expansdo no numero de repetigdes triplas através das gerag¢des conduz ao fenémeno
de antecipagdo. A antecipag@io genética é caracterizada por existir uma redugfo na idade
do aparecimento da doenga e também por um agravamento dos sintomas nas pessoas

afetadas em geragdes sucessivas.

A presente monografia descreve detalhadamente as mutag¢des dindmicas com énfase nas
doengas de repetigdo de trinucledtidos, fazendo o paralelismo com as doengas de

antecipagao.

Primeiramente sdo discutidas as mutagdes dindmicas do genoma humano, dando énfase
as repetigdes de trinucledtidos e classes de doengas associadas. E prestada particular
atencdo as doengas de X fragil, ataxia de Friedreich, distrofia miotdnica, ataxia

associada ao X fragil, doenga de Huntington e ataxias espinocerebelares.

Por ultimo, discute-se as doengas de antecipa¢fo fazendo a ponte com as doencas de

repeti¢do de trinucledtidos.
Esta monografia apresenta como principais objetivos:

* Descrever de forma sucinta os diferentes mecanismos causadores das doengas de

expansdes repetidas instdveis.

* Distinguir as classes de RNAs nas doengas de repetigdes de tripletos.



* Identificar e descrever minuciosamente as doengas causadas pela repeti¢io de

trinucleétidos.
* Correlacionar as doengas de repetigdes triplas com a antecipagio genética.

* Elucidar o processo de antecipagio genética.

A elaboragfo da revisdo bibliografica foi realizada através da pesquisa em publicagdes
cientificas, artigos de revisfo, livros da especialidade € monografias. A consulta foi
efetuada em motores de busca da Universidade Fernando Pessoa, Universidade do Porto,
Universidade de Coimbra e Universidade de Aveiro. As palavras-chave utilizadas foram
as seguintes: “genoma humano”, “antecipa¢do genética”, “doengas de repetigdo de
trinucleotideos”, “doengas neurodegenerativas”, “ataxia espinocerebelar”, “doenga de
Huntington”, “doeng¢a de X fragil”, “distrofia miotonica”, “ataxia de Friedrich”, “ataxia

associada ao X fragil”.



Abstract

Dynamic mutations involve expansion of the number of repeat units, present in a given
gene or its neighborhood, consisting of repeating units of three or more nucleotides in
tandem (i.e., adjacent to one another). Triplet repeats may occur in different genes and

encode different amino acids.

The instability of triplet repeat size can lead to gradual expansion and the effects of this

expansion can lead to disease.

According to expansions sizes, unaffected individuals may appear (carriers of pre-
mutations) and, as the expansion size grows through consecutive generations, it may
result in diseases that vary in severity, age and clinical presentation.
The expansion in repeat number through generations leads to the phenomenon of
anticipation. Genetic anticipation is characterized by the reduction in the age of onset of
the disease and also by a worsening of symptoms in individuals affected in successive
generations.

This work describes dynamic mutations giving emphasis on triplet repeats diseases,

making the parallel with disease anticipation.

First we discussed dynamic mutations of the human genome, giving emphasis to
trinucleotide repeats and types of associated diseases. Special attention is given to
fragile X's disease, Friedreich's ataxia, myotonic dystrophy, fragile X associated with

ataxia, Huntington's disease and spinocerebellar ataxias.

Finally we discuss anticipation diseases relating it with trinucleotide repeat diseases.

This work has as main goals:

. To describe briefly different mechanisms of unstable repeat expansions causing
diseases.

. To distinguish classes of RNAs in triplet repeat diseases.

. To identify and describe diseases caused by trinucleotide repeats.

. To correlate triplet repeat diseases with genetic anticipation.

To elucidate the process of genetic anticipation.



Literature review search was mainly performed by research in scientific publications,
review papers, books and thesis. The query was made in search engines at Fernando
Pessoa University, Porto University, University of Coimbra and Aveiro University.
Keywords used were as follows: "genome", "genetic anticipation”, "trinucleotide repeat
diseases", "neurodegenerative diseases", "spinocerebellar ataxia", "Huntington's
disease", "fragile X disease", "myotonic dystrophy", "Friedrich's ataxia", "ataxia

associated with the fragile X".
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Abreviaturas

A: adenina

BDFN: brain-derived neurotrophic factor
C: citosina

CGG: citosina — guanina — guanina
CAG: coddo que codifica a glutamina
AF: Ataxia de Friedreich

AFF2: AF4/FMR2 family, member 2
AR: receptor do androgénio

ARC: campanha de pesquisa da Artrite Reumatoide do Reino Unido
ATNI: atrofina 1

ATXN: ataxina

ATXNS8OS: ATXNS opposite strand (non-protein coding)

CACNAL1A: calcium channel, voltage-dependent, P/Q type, alpha 14 subunit

CNBP: CCHC-type zinc finger nucleic acid binding protein
DM: distrofia miotonica

DMa1: distrofia mioténica tipo 1

DM2: distrofia miotdnica tipo 2

DMPK: myotonic distrophy protein kinase

DMWD: myotonic dystrophy containing WD repeat motif
DRPLA: dentatorubral-pallidoluysian atrophy

DNA: 4cido desoxirribonucleico

FMRZ1: fragile X mental retardation 1
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FRAX-E: mental retardation, X-linked

FRDA: gene codificante da proteina associada a ataxia de Friedreich
FXN: frataxina

FXTAS: sindrome do Tremor/Ataxia associada ao X Fragil
FMR1: fragile X mental retardation 1 gene

FMRP: fragile X mental retardation 1 protein

G: guanina

HD: doenga de Huntington;

HDL2: Huntington’s disease-like 2

HTT: huntingtina

JPHS3: junctophilin 3

M: maternal

NARAC: Consdrcio Norte-Americano da Artrite Reumatoide
OPMD: distrofia oculofaringeal muscular

P: paternal

PABPNI1: poly(A) binding protein nuclear 1

Pb: pares de base

Poli-Ala: poli-alanina

Poli-GlIn: poli-glutamina

Poli-Glu: poli-dcido glutdmico

Poli-Leu: poli-leucina

PPP2R2B: protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta isoform

RNAm: RNA mensageiro
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SixS: homologue of Drosophila sine oculis homeobox 5
SMBA: spinomuscular bulbar atrophy

SNC: sistema nervoso central

SXF: sindrome de X fragil

TBP: TATA-box binding protein

T: tiamina

U: uracilo
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L. Introducio

O genoma dos eucariotas apresenta varios tipos de sequéncias repetitivas, tais como
repetigdes longas, DNA satélite e muitas outras sequéncias de varios tamanhos e niveis
repetitivos ainda nfo classificados (Boeva et al., 2006, Huntley & Golding, 2004). As
repeti¢des de sequéncias simples ou de microssatélites sdo encontradas abundantemente
em muitos genomas procariotas e eucariotas (Subramanian et al., 2003; McConnell et
al., 2007). Segundo McMurray (2010) as sequéncias repetitivas constituem 30% do
genoma humano e, na maioria das espécies, as alteragdes no comprimento do DNA

repetitivo durante a evolugfio geram diversidade dentro da espécie.

No inicio dos anos noventa a identificagdo de uma nova classe de muta¢des causadora
de doencas provocou entusiasmo consideravel entre a comunidade que se dedica ao
estudo da genética médica (Krzyzosiak et al., 2012). Esta classe de mutagdes ¢ a
repeticdo de trinucledtidos que pertence a uma familia de microssatélites também
conhecida como sequéncias de repeticdo em fandem ¢ demonstra alta taxa de mutagfo,
encontrando-se tanto em genomas procariotas como em eucariotas (Sobczak et al.,

2010; Huntley & Golding, 2004).

A instabilidade genética da repeticdo de tripletos é uma caracteristica comum de certo
tipo de doengas neurolégicas hereditarias (Jakupciak & Wells, 1999).
Aproximadamente 20 desordens neuroldgicas e neuromusculares sdo causadas pela
expansdo das repetigdes de trinucledtidos, ¢ embora nos dltimos anos se tenham
verificado avangos, muitos mecanismos permanecem enigmaticos (McMurray, 2010;
Jung et al., 2011). As doengas de repeti¢des de tripletos incluem a distrofia miotonica,
ataxia espinocerebelar tipos 1, 2, 3, 6, 7 ¢ 8, doen¢a de Huntington, sindrome de X
fragil, ataxia de Friedreich, sindrome de Haw River, € sindrome de Jacobsen. A causa
destas doengas tem sido atribuida a variagdo genética no nimero de repetigdes de
tripletos CTG-CAG, CGG-CCG ou GAA-TTC nos genes associados (Jakupciak &
Wells, 2000; Jung et al., 2011).

A idade de manifesta¢do dos sintomas destas doeng¢as segue um padrdo genético fora do
comum chamado de antecipagdo, em que a doenga se torna mais severa e assume
expressdo mais precoce de geracdo em geragdo (Jakupciak & Wells, 2000; Jung et al.,

2011). Estes fendmenos de antecipagdo tém sido descritos em doengas geneticamente
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complexas, tais como transtorno afetivo bipolar, esquizofrenia, doenga de Crohn e

psoriase (Deighton et al., 2007; Lima, 1999).

Segundo Wells (2000) todas as doengas de repeti¢gdes de tripletos identificadas até a
data demonstram antecipagdo. Devido a esta correlagdo entre a repeti¢do de tripletos e
antecipagdo, muitas outras doengas podem ser identificadas, uma vez que existem mais

de 40 genes que estfo associados a repetigdo de tripletos.

Apesar de os investigadores terem vindo a fazer esfor¢os no desenvolvimento de
tratamentos para as expansdes repetidas instaveis ha quase duas décadas, as doengas de

repeticdo de tripletos permanecem incuraveis (Krzyzosiak et al., 2012).

II. Genoma humano
1. Estrutura do DNA

O DNA (4cido desoxirribonucleico) é considerado uma macromolécula de 4acido
nucléico polimérica, sendo cada unidade monomérica, o nucledtido, composta por um
agucar com cinco carbonos (desoxirribose), um grupo fosfato, e uma base azotada
(Nussbaum et al., 2007; Bustamante et al., 2003). Estas bases azotadas podem ser
puricas (adenina (A) e guanina (G)) ou pirimidicas (citosina (C) e tiamina (T))
(Regateiro, 2007). Os nucledtidos ligam-se por intermédio de ligagdes 5°-3’
fosfodiéster que se estabelecem entre unidades de desoxirribose adjacentes (Nussbaum

et al., 2007; Bustamante et al., 2003).

A molécula de DNA ¢ constituida por duas cadeias polinucleotidicas antiparalelas
ligadas entre si por pontes de hidrogénio estabelecidas entre as bases azotadas de cada
cadeia, estando estas orientadas para o interior da cadeia dupla (Nussbaum et al., 2007,
Bustamante et al., 2003). A ligagdo entre as bases azotadas ndo ¢ feita ao acaso, ha
complementariedade entre as cadeias que resulta do emparelhamento entre A e T (duas
ligagdes de hidrogénio) e entre G e C (trés ligagdes de hidrogénio) (Videira, 2001).
Assim sendo, as regides da dupla hélice que contenham maior quantidade de pares de
bases G-C s@o mais estaveis do que aquelas em que predominam os pares de bases A-T

(Figura 1) (Regateiro, 2007).

10
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Segundo Wang e colaboradores (2009) o DNA no é uma molécula uniforme podendo
adotar mais que 10 tipos de conformag¢des diferentes da estrutura classica do DNA

proposta por Watson e Crick.

A estrutura anatémica do DNA suporta a informagio quimica que permite a transmissdo
exata da informagfio genética de uma célula para as suas células-filhas, e de uma

geracdo a proxima geragdo (Nussbaum et al., 2007).

Adenina

Timina

Guanina

Citosina

Figura 1 — Esquema representativo da estrutura de DNA (adaptado e modificado de Videira, 2001).

2. Organizacéio dos Cromossomas Humanos

O genoma humano tem uma componente mitocondrial € uma componente nuclear,
encontrando-se o genoma nuclear nos 23 pares de cromossomas presentes no ovo ou
zigoto e o genoma mitocondrial nas mitocOndrias do ovo (Regateiro, 2007). Cada
cromossoma humano consiste numa dupla hélice de DNA f{inica e continua totalizando
mais de 6 bilies de nucledtidos, havendo regides cromossémicas ricas em genes e

outras pobres em genes (Nussbaum et al., 2007).

Segundo Baldi e Baisnée (2000), a estrutura da cromatina (DNA) e o posicionamento
dos nucleossomas ao longo do genoma, estdo relacionados com a regulagdo da

transcri¢do dos genes.

Somente cerca de metade do comprimento total linear do genoma consiste em DNA

unico, isto € DNA cuja sequéncia de nucledtidos aparece representada somente uma vez,

11
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o restante genoma consiste em varias classes de DNA repetitivo e inclui DNA cuja
sequéncia de nucledtidos ¢ repetida centenas de milhdes de vezes no genoma
(Nussbaum et al., 2007; Calabrese et al., 2001). Estas repeti¢es contribuem para a
variagdo entre individuos diferentes, para além da recombinagdo genética e¢ das

mutagdes que sdo as principais causas de diversidade genética (Regateiro, 2007).

3. Mutagdes Dinamicas

Segundo Videira (2001) as muta¢Ses sdo alteragdes permanentes do genoma de uma
célula relativamente a uma sequéncia de DNA de referéncia, sendo transmissiveis as
células filhas. Esta alteragdo pode ser de apenas um tnico nucledtido ou ser mais

extensa.

As mutagdes dindmicas envolvem a expansio do niimero de unidades repetitivas,
presentes em determinado gene ou na sua vizinhanga, consistindo em unidades repetidas
de trés ou mais nucledtidos em fandem (isto é, adjacentes uma a outra) (Regateiro,
2007). A presenga destas repeti¢des leva a uma maior possibilidade de ocorréncia de
deslizes da enzima DNA polimerase, podendo esta inserir nucle6tidos a mais nesse

segmento durante a replicagdio do DNA (Lima, 1999).

Segundo Boeva ef al. (2006) as repetigdes em tandem sio geralmente classificadas em
microssatélites (1-6 pb), minissatélites (6-24 pb, ¢ em alguns casos mais longas) € os
satélites classicos. Este tipo de repeti¢des em fandem tem sido encontrado na regulagio
de regides de genes eucariotas, interagindo com os fatores de transcrigdo (McConnell et

al., 2007).

O grau de propagacdo da repetigdo de trinucledtidos varia de genoma para genoma, e
resulta de rearranjos e erros durante a replicagdo. Nesta perspetiva, grande parte do
DNA genémico repetitivo pode ser considerado como ndo informativo, no entanto a
presenga de tandems pode estar relacionada com uma fungfo biologica. Por exemplo,
longas repeti¢des em tandem constituem uma grande fung¢do da heterocromatina e estio

envolvidos na formagio e fungdo do centromero (Boeva et al., 2006).

12
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A repeti¢do de trinucledtidos polimérficos é melhor tolerada do que a repeti¢do de
sequéncias traduzidas de dinucledtidos e tetranucledtidos porque a variagdo no

comprimento ndo altera o quadro de leitura (Sobczak et al., 2010).

Em individuos normais, os cromossomas contém um determinado nimero de repeti¢des
de tripletos (geralmente 5-37), que sfo polimérficos na populagdo geral (Figura 2)
(Jakupciak & Wells, 2000). O aumento no nimero de repeti¢cdes de tripletos para um

valor de 50-120 esta associado com algumas doengas/sindromes (Jakupciak & Wells,

1999).

REPETICOES =

FENOPTIPO =P

Figura 2 — Relag#o direta entre a repetig8o de trinucleétidos e o fenotipo (adaptado de Lima, 1999).

Segundo Krzyzosiak et al. (2012) cada doenga esta associada a mutagdes num Unico
gene, o que desencadearia o processo de patogenia através de expressdo aberrante ou
através de propriedades téxicas e proteinas mutantes. Este mesmo estudo revelou que o
RNA mutante e a proteina mutante podem agir em paralelo exercendo os efeitos

patogénicos nas doengas de repeti¢io de tripletos de forma independente (Krzyzosiak et

al., 2012).

I11. Doencas de Repeti¢io de Trinucledtidos

As doengas de repeti¢do de trinucledtidos sdo a classe de microssatélites mais variada e

interessante da sequéncia genomica (Young, et al, 2000; Calabrese ef al., 2001).
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Existem 64 tripletos de nucledtidos classificados como repeti¢gdes de mononucledtidos
como ¢ o caso de AAA, TTT, GGG, ou CCC (Young, ef al., 2000). E considerado que a
repeti¢do do tripleto AGC é o mesmo que o tripleto GCA ou CAG, o mesmo acontece
com as outras repeti¢des de tripletos (Young, ef al., 2000). O anexo 1 demonstra a
posi¢do de 9 de 10 tipos diferentes de repeti¢des de trinucledtidos na Saccharomyces

cerevisiae.
1. Densidade e distribuicio das Repeti¢des de Tripletos

Um estudo realizado por Subramanian e colaboradores (2003) analisou as sequéncias de
DNA humano a partir do Genbank com o propdsito de analisar tipos de repeti¢bes de
tripletos AAC, AAG, AAT, ACC, ACG, ACT, CAG, AGG, ATC e CCG. Este estudo
foi realizado utilizando um programa informatico desenvolvido para detetar a
abundéncia e distribuigdo das repetigdes de tripletos nas por¢des codificantes e ndo
codificantes do genoma. Posteriormente, foi calculada a densidade de repeti¢des para

cada tipo de repeticdo e a densidade de repeti¢Ses (pb/Mb) em cada cromossoma.

O cromossoma 1 apresentou o maior nimero de repetigdes de tripletos enquanto o
cromossoma Y apresentou o menor numero. A repeticdo AAT foi a que apresentou
maior densidade na totalidade do genoma. A média de comprimento desta repeti¢do foi
de 282 pb/Mb por sequéncia. Em segundo lugar estavam as repetig¢des de tripletos AAC
(média de 193 pb/Mb), AAG ¢ AGG (ambas com 77 pb/Mb). As repeti¢des ACG
registaram a menor densidade (a média variou entre 0 ¢ 1 pb/Mb) na maioria dos
cromossomas, seguida das repeti¢des ACT como as segundas menos densas com uma

média de 9 pb/Mb (Subramanian et al., 2003).

O numero de repetigdes € inversamente proporcional & ocorréncia, verificando-se a
seguinte distribui¢do de repetigdes de tripletos: AAT (26 037), AAC (18 707), seguido
por AGG (10 245) que registou o nimero maximo de ocorréncias para 4 repeti¢des em
tandem. No entanto, comprimentos mais curtos de 4 repeti¢des em tandem de ACG e
ACT néo sdo encontrados predominantemente no genoma humano (Subramanian et al.,

2003).
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2. Distribuiciio das Repeti¢des de Tripletos nas varias regides genoémicas

A andlise dos tipos de repeti¢cdes de tripletos em termos de ocorréncia foi conclusiva
quanto a abundéncia de repeti¢des AAT nos intrdes comparativamente & sua ocorréncia

nos exdes e regides UTRs (Subramanian et al., 2003; Young, et al., 2000).

As repeticdes AAC sdo as segundas mais abundantes e as repeticdes ACG e ACT
revelaram uma presenga pobre em todas as regiGes analisadas. Isto sugere que a
ocorréncia destas repeti¢Ses é geralmente menos abundante (Subramanian et al., 2003;

Young, et al., 2000).

Nas regiGes exoOnicas, as repetigdes de tripletos, tais como AGC, AGG, CCG, sdo
respetivamente as mais abundantes, enquanto nas UTRs, os tripletos, tais como CCG e
AAT seguidos por AAC mostraram ocorréncia predominante, embora sejam valores
relativamente baixos quando comparados com a sua ocorréncia em regides exonicas

(Subramanian et al., 2003; Young, et al., 2000).

3. Associacdo das Repeti¢cdes de Tripletos com Genes

A andlise por Subramanian e colaboradores (2003) apurou que cerca de 2135 genes
continham pelo menos um tipo de repeti¢do de tripletos nos seus exdes com pelo menos
quatro repeti¢des em tandem. Destes 2135 genes, foram identificados 171 genes que

continham repeti¢des de comprimento de pelo menos 30 pb.

A andlise revelou que os genes apresentam sobretudo repetigdes AGC e CCG. J4 as
repetigdes dos tipos AAC, AAT, AAG, ACC e ATC ndo sdo predominantemente
encontradas em genes. Mais ainda, repeti¢des de tripletos ACT e ACG estdo

completamente ausentes (Subramanian et al., 2003; Young, et al., 2000).

4. Associacdo de Repeti¢des de Tripletos com o Promotor

A andlise de sequéncias de 500 pb no promotor dos genes revelou a existéncia de
associagGes preferenciais de certas repeticdes com este tipo de sequéncias. A grande
parte das sequéncias do promotor contém repeti¢des em fandem CCG (Subramanian et
al., 2003). O segundo tipo de repeti¢do mais abundante nas regides promotoras ¢ a
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sequéncia AGG seguida pela sequéncia AAT ¢ AAC (Subramanian ef al., 2003; Young,
et al., 2000). A abundancia destas duas tltimas repeti¢des pode ser explicada com base
na sua predominancia global no genoma, mas isto ndo é verdade no caso das repeti¢Ges
CCG e AGG (Subramanian et al., 2003). Por esta razdo ndo ¢é facil explicar a
predominéncia da sequéncia CCG no promotor, no entanto como as regides promotoras
dos genes contém ilhas CpG, é significativo que a maioria das sequéncias do promotor

contenha repeti¢des CCG (Subramanian ef al., 2003).

Dos 269 genes que continham pelo menos uma repeticdo de tripletos na regido do
promotor, nenhuma sequéncia do promotor continha repetigdes ACT (Subramanian et

al., 2003).

5. A Repeti¢do de Tripletos na Transcri¢io Humana

A grande abundéncia de algumas repeti¢des de trinucledtidos no genoma das células,
levanta questSes sobre quais os papeis que estas sequéncias podem desempenhar na
transcri¢do. As repeti¢des de trinucledtidos diferem em comprimento, sendo que o nivel
de expressdo genética depende das estruturas secundarias que se podem formar nestas
regides mas também da presenga de repeticdes que quebram a homogeneidade do trato

da repeticdo (Krzyzosiak et al., 2012; Rolfsmeier et al., 2001).

De facto, uma pesquisa recente relativa ao genoma humano demonstrou que este possui
mais de 32000 extensées de ininterruptas repeti¢des de trinucledtidos compostas por
seis ou mais unidades repetidas (Sobczak e al., 2010). Mesmo os exdes humanos, que
representam menos de 3% da sequéncia gendmica, exibem até 1030 extensdes de
repeticdes de trinucledtidos. Estas foram identificadas em sequéncias exonicas de 878
genes (Krzyzosiak et al., 2012). As repeti¢des de trinucledtidos que estdo fortemente
representadas em exdes sdo do tipo CNG (onde N representa qualquer nucleétido),
CGA e AGG (Krzyzosiak et al., 2012; Rolfsmeier et al., 2001). No entanto, as
repeticdes CTT, CAT, CAA, TAA e TTA encontram-se sub-representadas (Krzyzosiak
et al., 2012; Rolfsmeier et al., 2001).

Sequéncias de repeti¢des de trinucledtidos ricas em AT, como CTT, AAC e AAT estéo
particularmente sub-representadas nos exdes enquanto repeti¢des ricas em GC (CGG,
CAG e CCQ) estdo altamente representadas sugerindo assim um significado funcional
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para estas sequéncias (Figura 3) (Sobczak et al., 2010; Young, et al., 2000). Mais ainda,
as sequéncias mais curtas sfo mais prevalentes, ¢ a frequéncia da repeti¢do de
trinucledtidos diminui exponencialmente com o seu comprimento (Krzyzosiak et al.,

2012).
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Figura 3 - Representag#o de repeti¢bes de trinucledtidos compostas por pelo menos seis unidades
repetitivas. As cores das barras demonstram os quatro tipos de estrutura secundéria do RNA

representados na Figura 4 (Krzyzosiak et al., 2012).

Nos exdes, cerca de 60% da sequéncia de repeticdo de trinucledtidos estd localizada na
regido de quadro de leitura aberto, sendo que os coddes de repeti¢do sdo traduzidos em
extensdes de poli-Gln, poli-Ala, poli-Glu e poli-Leu (Sobczak et al., 2010). Verifica-se
que as repeti¢des de trinucleotidos CCA, CAG, CTG CCT AGG AAG ATG ocorrem
frequentemente na regifo de quadro de leitura aberto (Krzyzosiak et al., 2012). Para
além disso, cerca de 28% das repeti¢Oes presentes nos genes estdo localizadas na regido
5’-UTR (sendo mais frequentes as repetigdes CCG e CGG com uma frequéncia de 52%
e 62%, respetivamente) e 13% na regifio 3'-UTR (sendo abundantes as repetigdes de

trinucleétidos ricas em AT) (Krzyzosiak et al., 2012).

Estudos funcionais tém sido realizados com o intuito de clarificar os papéis
desempenhados pela repeticdo de trinucledtidos presentes em genes. Krzyzosiak e
colaboradores (2012) verificaram que estes genes codificam (i) proteinas com fun¢des

relacionadas com a transcrigdo e (ii) proteinas que interagem com os 4cidos nucleicos.
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Segundo Sobczak e colaboradores (2010) a repetigdo de trinucledtidos e sequéncias néo
estruturadas podem desempenhar um papel importante na regulagdo de numerosos
processos celulares, tais como a reparagdo no decurso da replicagdo do DNA, e varias

etapas da expressdo genética.

6. Quatro classes estruturais de RNA na Repeticio de Tripletos

A anélise funcional da repeti¢do de tripletos em RNAs, através de estruturas de
oligorribonucleotidos (ORNs) compostas por muitas repeti¢des de tripletos especificos
tem sido investigada em diferentes condigdes experimentais. Os ORNs examinados
primeiro foram do tipo GNC (N=A, C, G, ou U). Todos estes ORNs foram encontrados
a formar estruturas em gancho (hairpin) como demonstrado pela estrutura quimica e

enzimaética (Figura 4) (Krzyzosiak et al., 2012; Rolfsmeier et al., 2001).

O gancho constituido por repeti¢des GNC demonstrou ser composto periodicamente por
pares de bases C-G e pares de bases G-C, sendo o loop do gancho formado por
quaisquer quatro ou sete nucledtidos (Krzyzosiak et al., 2012). A exce¢o do gancho
CGQG, todas as outras repeticdes CNG formam ganchos “escorregadios”, isto € t€m
tendéncia a formar alinhamentos alternativos a menos que seja fixada uma conformagéo

por uma bragadeira G-C (Krzyzosiak et al., 2012).

singlic sami-stable stable quadruplex
stranded hairpin hairpin

Il

5 5
CCA CAU CGA CCG
CAA CuUA cGuU CuG
cuL uuA CAG
ccu AUG CGG
AAG UAG
JuaG
UAA

structure stability

Figura 4 — 20 RNAs de diferentes repeti¢des de tripletos pertencem a quatro classes estruturais. No
diagrama, estdo ordenados da esquerda para a direita de forma crescente de acordo com a estabilidade

termodindmica da sua estrutura secunddria: sete repeti¢des de tripletos sdo de cadeia simples mesmo a
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baixa temperatura (4°C), cinco repetigdes ricas em AU formam ganchos (hairpins) semi-estidveis em
condi¢des fisioldgicas, as outras seis repetigdes de tripletos ricas em GC formam estruturas em forma de
gancho estaveis, as ultimas duas repeticOes de tripletos formam estruturas quadruplexos que sdo as mais

estaveis.

Um estudo realizado por Sobczak e colaboradores (2010) realizou uma anélise
comparativa de 20 repeti¢des de tripletos usando uma estrutura bioquimica bem como a
andlise da mobilidade em gel formando estruturas de RNA de quatro classes. As
repetigdbes AGG e UGG formam estruturas quadruplexos consideradas as estruturas
mais estaveis, seguido das repeticdes CGA, CGU e as repeticdes CNG formam ganchos
que sdo mais estaveis que repeticdes UAG, AUG, UUA, CUA e CAU enquanto
repeti¢des CAA, UUG, AAG, CUU, CCU, CAA e UAA nido formam nenhuma estrutura
de ordem superior (Rolfsmeier et al., 2001; Sobczak et al., 2010). Através da analise de
repetiges de gancho e quadruplexos com o auxilio de métodos biofisicos revelaram a
seguinte ordem de estabilidade para repeticdes CNG: CGG>CAG>CUG>CCG. A
estabilidade das estruturas quadruplexos AGG e UGG ¢ semelhante (Rolfsmeier et al.,

2001; Sobczak et al., 2010).

7. A Repeticao de Tripletos na Interaciio com Proteinas

O estudo das proteinas resultantes da sequéncia de trinucledtidos presente nas doencas
de repeticdo de tripletos, tem tido particular interesse no estudo das caracteristicas
toxicas dos transcritos mutantes (Stevens er al, 2013). Os estudos realizados
direcionaram-se sobretudo para a identificag¢do e caracterizagdo estrutural das proteinas

que resultam da repeti¢do de tripletos (Stevens et al., 2013).

As proteinas celulares que ajudam na formagfio ou no processamento de hairpins sdo
apontadas como um dos responsaveis para a expansdo da repeti¢do de trinucle6tidos

(Stevens et al., 2013).

Usando ratinhos como modelo, verificou-se que a proteina de reconhecimento de erros
de emparelhamento MutSP ¢ um agente causador da expansdo de tripletos em doengas
como HD e DMI1 (Stevens et al., 2013). A grande maioria das expansdes somaticas

herdadas esta bloqueada por knockout dos genes Msh2 ou Msh3 que codificam as duas
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subunidades da proteina MutSp (Stevens et al., 2013). Estudos efetuados em ratos
demonstraram que a reparagio de erros de emparelhamento executada pelo complexo
Msh2-Msh3 é essencial para a expansdo da repetigdo CAG em células germinativas ¢
em células somaéticas (Liu & Wilson, 2012). Esta evidencia suporta a hipotese de que a
reparagdo de erros de emparelhamento no DNA ¢ uma importante fonte de expansio
especialmente em tecidos ndo-proliferativos em que a replica¢do ¢ reduzida (Stevens et

al., 2013).

8. Terapias Experimentais Direcionadas contra Repeti¢des de Tripletos

O desenvolvimento de agentes terapéuticos seletivos baseia-se nas diferengas existentes
entre os transcritos normais e os mutantes no que diz respeito ao comprimento da
sequéncia de repeti¢do e a estruturas secundarias que esta sequéncia pode originar

(Krzyzosiak et al., 2012).

Até ao momento, foram desenvolvidas trés estratégias principais direcionadas contra a
repeti¢io de tripletos. A primeira estratégia baseia-se na degradagfio dos transcritos
mutantes utilizando RNA de interferéncia (RNAi) ou oligonucleétidos complementares
ao RNA mutante (antisense, AON). A segunda estratégia utiliza repeti¢des especificas
em forma de gancho (hairpin) ou oligomeros antisense para inibir interagdes
patogénicas entre as repetigdes do RNA e proteinas nucleares. Por fim, a terceira
estratégia visa bloquear a sintese de proteinas toxicas através da ligagio de oligomeros
antisense modificados quimicamente a repetigdes ou visando repeti¢des com siRNAs

mutantes atuando como miRNAs (Figura 5) (Krzyzosiak et al., 2012).

Uma questdo importante na terapia direcionada as repeti¢des de tripletos € o requisito
para a seletividade do gene e do alelo. Embora existam numerosos RNAm contendo
repeti¢des de tripletos no transcriptoma humano, a inibigéo especifica da expressdo do
gene mutante alvejando certas regides de repeti¢do é uma terapéutica promissora para

doengas causadas por repeti¢des CAG e CUG (Krzyzosiak et al., 2012).

De acordo com o seu mecanismo de ag#o, reagentes antisense podem ser divididos em
duas categorias: Cutters que se ligam a alvos complementares e induzem a sua clivagem
(exemplo: RNaseH ou Argonaute 2 (AGO2), AON ou siRNA); e blockers que sdo
oligdbmeros que se ligam a alvos complementares, quer isoladamente ou em complexos
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proteicos, mas que ndo induzem a clivagem do seu “alvo complementar” (exemplo:
PNAs, LNA, morfolino e miRNA). Os mecanismos de ag¢do dos reagentes descritos ndo

séo ainda conhecidos ao pormenor.

A necessidade de inibicdo seletiva da expressio do alelo mutante
pode ndo ter a mesma importancia para todas as doengas de repeti¢dio de poliglutamina,
no entanto, preservar a expressdo do alelo normal levando a produgdo da proteina

parece ser uma caracteristica vantajosa de qualquer estratégia terapéutica (Krzyzosiak et

al., 2012).
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Figura 5 — Estratégias terapéuticas que tém como alvo os transcritos das Repeti¢des de Tripletos.
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9. Classificacio das Doengas de Repeticio de Tripletos

O ntmero de doengas neurodegenerativas de repeticdo de trinucledtidos
esta a aumentar, tal como a complexidade das suas patologias moleculares (Everett &

Wood, 2004).

Mais de 20 genes diferentes contendo repeti¢des de tripletos instaveis tém provocado a
patogénese de doengas neurolégicas em humanos. Repeti¢des como CTG, CGG, GAA e
repeticdes de CAG, sdo fontes de alteragdes degenerativas levando a doengas como
distrofia miotonica 1 (DM1), ataxia associada ao X fragil (FXTAS), ataxia de Friedreich
(FRDA), bem como a doenga de Huntington (HD) e uma alargada gama de ataxias

espinocerebelares (SCAs) (Krzyzosiak et al., 2012; Hou et al., 2002).

Existem duas classes de doengas de repeticdes de tripletos. A primeira classe
corresponde ao grupo de doengas em que a repetigdo de tripletos expandida € traduzida
numa cadeia de glutaminas (poliglutamina), o que resulta na formagdo de agregados
proteicos dentro da célula (Everett & Wood, 2004; Krzyzosiak ef al., 2012). A presenga
destes agregados leva ao aparecimento da fungfo toxica da proteina mutante (Everett &
Wood, 2004) Na segunda classe a repeti¢cdo de trinucleétidos encontra-se em regides
ndo traduzidas de um gene. Esta segunda classe apresenta mecanismos mais variados,

incluindo a repressdo genética (Everett & Wood, 2004).

10. Classe 1: Doengas de Repeticdes de Tripletos Traduzidas (poliglutamina)

Tabela 1 — Localizag8o das repetigdes de tripletos (poliglutamina) em diversas doengas.

DOENCA SEQUENCIA LOCALIZACAO ORIGEM DA EXPANSAO
PARENTAL
ATNI (exdo 5)
HD CAG HTT (exdol) P
SCAl CAG ATXN] (exdo 8) P
SCA2 CAG ATXN2 (exdo 1) P
SCA3 (Doenga | CAG ATXN3 (exdo 8) P
Machado-Joseph)
SCA6 CAG CACNAIA (exdo 47)
SCA7 CAG ATXN7 (exdo 3) P
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SCA17 CAG TBP (exdo 3) P>M
SMBA CAG AR (exdo 1) P
OPMD GCN PABPNI (exdo 1) PeM

Tabela 2 - Numero de repetigdes presentes em diversas doengas de repetigdes de tripletos (poliglutamina).

DOENCA NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE  INSTABILIDADE
REPETICOES REPETICOLS REPETICAO SOMATICA

(NORMAL) (PRE- (DOENCA)
MUTACAO)

DRPLA 6-35 35-48 49-88 Sim
HD 6-29 29-37 38-180 Sim
SCAl 6-39 40 41-83 Sim
SCA2 <31 31-32 32-200 Desconhecido
SCA3 12-40 41-85 52-86 Desconhecido
(Doenca
Machado—
Joseph)
SCA6 <18 19 20-33 Nio encontrado
SCA7 4-17 28-33 >36 a >460 Sim
SCAl7 25-42 4348 45-66 Sim
SMBA 13-31 32-39 40 N&o encontrado
OPMD 10 12-17 >11 Néo encontrado

10.1. Doenca de Huntington
10.1.1. Patogenia

A doenga de Huntington é um distirbio autossémico dominante, neurodegenerativo
progressivo, causado por uma mutagdo no gene HD (Jeong et al., 2009; Paulsen et al.,
2006). Ambos os sexos sdo afetados pela doenga com a mesma frequéncia € a
prevaléncia varia de 5 a 10 casos por 100.000 entre europeus ocidentais e América do

Norte (Borrell-Pages et al., 2007).

Mutagdes no gene HD resultam geralmente da expansio da sequéncia de repeticdo CAG
codificante de uma sequéncia poliglutamina no exdo 1 (Nussbaum et al., 2007). Os
alelos normais de HD apresentam entre 6 ¢ 29 repetigdes, enquanto alelos mutantes

apresentam mais de 38 repeti¢des (McMurray, 2010).
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A huntingtina, proteina codificada pelo gene HD ¢ expressa de forma ubiqua,
encontrando-se abundantemente distribuida no cérebro (Thieben ef al., 2002; Krobitsch

& Kazantsev, 2011).

A primeira e mais visivel alteragdo neurol6gica na doenga de Huntington é encontrada
no cortex cerebral mesmo antes dos sintomas aparecerem (Krobitsch & Kazantsev,
2011). Esta alteragdo envolve neurénios com a proteina mutante huntingtina (Krobitsch
& Kazantsev, 2011). Esta proteina mutante € apontada como responsavel pela disfung¢do
a nivel neuronal e em 1ltimo caso pela morte das células (Krobitsch & Kazantsev, 2011;

Thieben et al., 2002).

No cérebro, a proteina huntingtina encontra-se altamente expressa no neocortex, no
cortex cerebral, e no hipocampus (Borrell-Pagés et al., 2007). Estudos indicam que a
proteina esta envolvida em vérias fung¢des celulares no citoplasma e no nucleo (Borrell-
Pagés et al., 2007). O papel molecular da proteina huntingtina permanece ainda incerto
nas células neuronais € nfo neuronais, assim como a relevancia da poliglutamina na
doenga de huntington (Krobitsch & Kazantsev, 2011). No entanto, a fungdo da proteina
huntingtina esta associada ao desenvolvimento embrionario e neurogénese, assim como
a varios processos celulares tais como o transporte de ferro, produgio e transporte do
fator BDFN, transcri¢do neuronal, em processos anti-apoptoticos e na transmissdo

sindtica (Krobitsch & Kazantsev, 2011).

Um estudo efectuado por Paulsen e colaboradores (2006) no estagio pré-clinico da
doenga mostrou a existéncia de anomalias na morfologia cerebral incluindo uma
distribui¢do anormal com volume reduzido da matéria branca e aumento do volume de
matéria cinzenta cortical. Este tipo de alteragdes verifica-se a nivel geral e ndo numa

regido especifica do cérebro.

10.1.2. Fenétipo

A idade do paciente no inicio da doenga € inversamente proporcional ao nimero de
repeticdbes CAG presentes no gene HD (Nussbaum et al, 2007). Pacientes que
apresentam o inicio da doenga em idade adulta, possuem geralmente 40-55 repeti¢des €
pacientes com inicio da doen¢a em idade juvenil possuem mais de 60 repetigdes
(Nussbaum et al., 2007). Pacientes que apresentem entre 36-41 repeticdes CAG exibem
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penetrincia reduzida, ou seja podem ou ndo desenvolver a doenga de Huntington

durante a sua vida.

Para além da relagdo com a idade de inicio dos sintomas, o nimero de repeti¢es ndo se
encontra relacionado com quaisquer outras caracteristicas da doenga (Nussbaum et al.,

2007; McMurray, 2010).

Devido a correlagdo inversa entre o comprimento da repeticdo CAG e a idade de inicio,
individuos que herdam a mutagdo do pai, possuem um maior risco de desenvolver a
doenga com inicio precoce. Estudos mostraram que cerca de 8% dos pacientes juvenis

herdaram o gene HD mutante do pai (Nussbaum et al., 2007).

A instabilidade e expansio das repetigbes CAG nos alelos HD mutantes resultam
frequentemente no fenémeno de antecipaciio, ou seja idades de inicio da doenga
progressivamente mais baixas em geragdes sucessivas (Nussbaum ef al, 2007).
Geralmente, o comprimento das repetigdes expande-se durante a transmissdo paterna. Ja
na transmissdo materna a expansio ocorre com menor frequéncia do que a expansdo na

transmissdo paterna (Nussbaum et al., 2007; McMurray, 2010).

A idade média dos pacientes quando comegam a manifestar-se os sintomas da doenga €
de aproximadamente entre os 35-50 anos de idade (Aylward et al., 2000). Um quarto
dos pacientes desenvolve a doenga apés os 50 anos de idade e cerca de um décimo dos

pacientes apresenta sintomas antes dos 20 anos de idade (Nussbaum et al., 2007).

A sobrevida média apds o diagnéstico é aproximadamente de 15 a 18 anos, e a idade

média de morte € por volta dos 54-55 anos (Nussbaum et al., 2007).

A doenga de Huntigton é caracterizada sobretudo por anomalias motoras e anomalias
psiquiatricas progressivas. Os distirbios motores envolvem tanto os movimentos
voluntérios como os involuntdrios. Inicialmente esses movimentos pouco interferem nas
actividades didrias, mas tornam-se incapacitantes com a progressdo da doenga.
Geralmente, passados 15 anos desde o inicio da manifestagdo dos sintomas o paciente

morre (Jeong et al., 2009).

Aproximadamente um ter¢o dos pacientes manifesta anomalias psiquidtricas e dois
tercos dos pacientes manifestam distirbios cognitivos e motores (Nussbaum et al.,

2007).
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A coréia, que esta presente em mais de 90% dos pacientes, ¢ 0 movimento involuntario
mais comum da doenga e ¢ caracterizada por movimentos espasmodicos ndo repetitivos
e ndo periddicos e que ndo podem ser suprimidos voluntariamente (Nussbaum et al.,

2007; Aylward et al., 2004).

As anomalias cognitivas manifestam-se desde cedo na doenga afetando todos os aspetos
da cognig¢fo. De forma geral, a linguagem ¢ afetada mais tardiamente do que as outras
fung¢des cognitivas. Distirbios comportamentais, que geralmente se desenvolvem no
decurso da doenga, incluem desinibig¢do social, agressdo, explosdes de temperamento,
apatia, desvio sexual e aumento do apetite. As manifestagdes psiquiatricas que podem
desenvolver-se a qualquer momento da doenga, incluem altera¢des de personalidade,

como psicose afetiva e esquizofrenia (Nussbaum et al., 2007; Thieben ef al., 2002).

Nos estagios finais da doenga, os pacientes geralmente desenvolvem incapacidades
motoras t30 graves que passam a ser totalmente dependente de outros (Nussbaum ef al.,

2007).

Aproximadamente 3% dos pacientes desenvolvem a doenga de Huntigton como
resultado de uma nova expansio da repeticdo CAG, e 97% herdam um alelo mutante de
um dos pais afetados. Genes mutantes surgem a partir de uma expansdo na pré-mutacio
até se tornar numa mutagdo completa. Todos os pacientes descritos na literatura

herdaram mutag¢des completas do pai (Nussbaum et al., 2007; McMurray, 2010).

Cada descendente de um pai portador da doenga de Huntington tem cerca de 50% de
risco de herdar o alelo HD mutante, & excepgdo dos alelos com penetrancia incompleta.
Todas as criangas que herdam um alelo HD mutante desenvolverdo a doenga se tiverem

tempo de vida normal (Nussbaum et al., 2007; McMurray, 2010).

Criangas que tém pais portadores de uma pré-mutagdo possuem um risco de cerca de
3% de herdarem um alelo HD no qual a pré-mutagdo se expandiu a uma mutagio

completa (Nussbaum et al., 2007) (Figura 6).
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Figura 6 — Heredograma representativo de familia com HD.

10.1.3. Diagnéstico e Tratamento

O diagndstico clinico da doeng¢a de Huntington, que se manifesta nos pacientes por
volta dos 40 ou 50 anos, baseia-se na presenga de movimentos involuntarios (corea,

distonia, rigidez) (Krobitsch & Kazantsev, 2011).

Nos dias de hoje ainda ndo existe um tratamento eficaz para a doenga de Huntington. A
terapia é focada nos cuidados de apoio, assim como no tratamento farmacoldgico a nivel

comportamental e neuroldgico (Nussbaum et al., 2007).

Testes pré-sintomaticos e pré-natais estdo disponiveis por meio da analise do nimero de

repeticdes CAG no exdo 1 do gene HD (Nussbaum et al., 2007).

Uma estratégia para o tratamento de HD visa a prote¢do dos neurénios através da

prevengdo oxidativa e do stress glutaminérgico (Krobitsch & Kazantsev, 2011).

Tabela 3 Farmacos candidatos ao tratamento da HD (Borrell-Pages et al., 2007).

Farmaco candidato  Testado Mecanismo de accao Aprovado
pela FDA
Coenzima Q10 Rato, fase clinica I Antioxidante Sim
Cisteamina Neuronios, rato, | Antioxidante Sim
(Cystagon) macaco, fase clinica I Inibidor da TGase e
caspase-3
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Cystamine Mosquito, rato Antioxidante Néo
Inibidor da TGase e
caspase-3

Geldanamicina Neurénios de rato Ativa a resposta ao | Nédo
choque térmico

Litio Rato, mosquito, fase | Indutor de autofagia Sim

clinica I

Memantina Rato, fase clinica I Agonista do recetor | Sim
NMDA

Minociclina Homem Antiapoptdtico Sim

Mithramicina Rato Regulador da transcrigéio | Sim

Paroxetina Rato Inibidor da endocitose de | Sim
serotonina

Rapamicina Mosquito, rato Indutor de autofagia Sim

Remacemida Rato, em fase clinica I Agonista do recetor | Sim
NMDA

Resveratrol Nematodas Antioxidante Néo

Sodium/fenil Rato Regulador da transcricdo | Nédo

butirato

Acido Mosquito, rato Regulador da transcrigdo | Sim

Suberoilanilida

hidroxdmico

Tacrolimus (FK506) | Neurénios Inibidor da calcineurina Sim

10.2. Atrofia Dentatorubral-pallidoluysian (DRPLA)

A DRPLA ¢é uma doenga autossdmica dominante associada a ataxia espinocerebelar. E
fenotipicamente semelhante a doen¢a de Huntington, manifestando-se pelos sintomas
precoces de deméncia, convulsdo e degeneragio cognitiva (Huntley & Golding, 2004).
A expansdo da repetigdo CAG, com localizagdio no cromossoma 12, € responsavel pelos
sintomas da doenga (Huntley & Golding, 2004; Everett & Wood, 2004). O

comprimento da repeti¢do do alelo normal é 7-34 repeti¢des e do alelo mutante situa-se
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entre as 58-88 repetigdes, estando o inicio da manifestagdo da doenga relacionado com o

comprimento da repeticdo (Everett & Wood, 2004).

10.3. Ataxia espinocerebelar (SCA1)

No cromossoma 6p, a expansdo CAG no gene ATXNI leva a ataxia espinocerebelar.
Alelos normais contém 6 a 39 repeti¢des, enquanto individuos afetados com SCALl
possuem aproximadamente 41 a 83 repeti¢gdes (Arruda & Teive, 1997; McMurray,

2010).

Existe uma correlagdo inversa entre a idade de inicio da doenca € o numero de
repeti¢gdes, assim como entre a duragdo da doenga € o niimero de tripletos (Arruda &

Teive, 1997).

A transmissdo paterna leva a um maior nimero de repeticdes comparativamente a

transmissfo materna (Arruda & Teive, 1997).

Uma proteina primitiva SCA1 (ataxina-1) codificada pelo gene mutante ATXNI ¢é
detectada em individuos normais e afetados encontrando-se a proteina no citoplasma e
nucleo das células de Purkinje de individuos afetados e no nicleo de outros neurdnios
(Gehrking et al., 2011). Nos tecidos ndo-neuronais esta proteina encontra-se apenas no

citoplasma (Arruda & Teiv, 1997).

A ataxia espinocerebelar do tipo 1 (SCA1) pode ter inicio entre os seis anos de idade e
os 74 anos aproximadamente, estando a maioria dos doentes acima dos 20 anos de idade

(Arruda & Teive, 1997).

Os sintomas iniciais manifestam-se por desiquilibrio na marcha e dissartria. Com a
progressdo da doenga ocorre agravamento do desiquilibrio na marcha e lentiddo dos
movimentos (Arruda & Teive, 1997; Gehrking et al., 2011). Dez anos apds o inicio da
doenga, o paciente ja ndo tem autonomia na marcha, mesmo com apoio (Arruda &
Teive, 1997). Surge disfagia, oftalmoplegia, paralisia bulbar e lingual podendo ocorrer
insuficiéncia respiratéria, declinio das fungdes cognitivas assim como hipertonia e

movimentos disténicos (Arruda & Teive, 1997; Gehrking et al., 2011).
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10.4. Ataxia espinocerebelar 2 (SCA2)
O locus SCA2 foi identificado no cromossoma 12 (12q23-24) de uma familia cubana.

A doenga € caraterizada pela perda progressiva de coordenagdo que resulta da

degeneragdo das células de Purkinje do cerebelo (Satterfield ef al., 2002).

A ataxia espinocerebelar do tipo 2 é uma doenga neurodegenerativa causada pela
expansdo da repetigio CAG, localizada no primeiro exdo do gene ATXN2, que codifica

a poliglutamina ataxina-2 (Satterfield et al., 2002; McMurray, 2010).

Os portadores de SCA2 apresentam aproximadamente entre 32 e 200 repeti¢oes

enquanto individuos normais possuem menos de 31 repeti¢des (McMurray, 2010).

A idade de manifestacdo da SCA2 varia dos 2 aos 65 anos apresentando diversos

aspectos clinicos semelhantes 8 SCA1 (Arruda & Teive, 1997).

Verifica-se o fendmeno de antecipagdo genética, mais importante nos individuos que
herdaram por transmissdo paterna (28+8.,2 anos) comparativamente a heran¢a materna

(2,7£10,9 anos) (Arruda & Teive, 1997).

Mais de 50% dos pacientes possuem hiporreflexia nos membros inferiores, uma
caracteristica incomum na SCA1 (Arruda & Teive, 1997). A deméncia € um sintoma
frequente e parece correlacionar-se com uma idade de inicio mais precoce da doenga.

Os pacientes apresentam ainda acentuado tremor postural.

Esta doenga apresenta marcada heterogeneidade fenotipica (Arruda & Teive, 1997;

Satterfield et al., 2002).

10.5. Ataxia espinocerebelar 3 (SCA3) — Doenca de Machado-Joseph (MJD)

A ataxia espinocerebelar tipo 3 (SCA3), ou doenga de Machado-Joseph
(MJD), é uma doenga com heranga autossémica dominante, causada pela expansdo da

repeticdo CAG no gene ATXN3 (Boy et al., 2010; Lima et al., 2005).
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Individuos ndo afetados apresentam um numero de repetigdes CAG geralmente inferior
a 40, enquanto individuos afetados possuem pelo menos 52 repeti¢des CAG (McMurray,

2010; Arruda & Teive, 1997).

O locus do gene responsavel por SCA3 foi identificado no cromossoma 14q32.1 e
verifica-se que a transmissdo paterna leva a um maior niimero de repetigdes CAG (cerca
de 3) comparativamente a transmissdo materna (cerca de 1) (Arruda & Teive, 1997; Boy

et al., 2010).

A poliglutamina resultante da expansio CAG na SCA3/DMJ € denominada de ataxina-3
(Arruda & Teive, 1997). A proteina portadora da extensdo poliglutamina tem forte
tendéncia para agregacgdo, sendo que esta se observa normalmente no nticleo das células
neuronais. Esta agregacdo surge em todo o cérebro, ocorrendo a formagéo de corpos de

inclusdo intranucleares (Boy et al., 2010).

Os sintomas iniciam-se frequentemente por disartria e ataxia de marcha. Nos primeiros
10 anos manifestam-se sinais piramidais, nistagmo, oftalmoplegia, amiotrofia e
hipo/arreflexia (Arruda & Teive, 1997). Alguns pacientes desenvolvem rigidez,
bradicinesia e distonia que responde a L-dopa, enquanto outros podem desenvolver

neuropatia periférica (Arruda & Teive, 1997).

A doenga de Machado-Joseph é a mais comum das ataxias espinocerebelares,
apresentando grande variabilidade fenotipica. Encontram-se ja descritos cinco subtipos

da doenga (Teive et al., 2001; Arruda & Teive, 1997).

10.6. Ataxia espinocerebelar 6 (SCA6)

Do ponto de vista genético a SCA6 pertence a classe de doengas neurodegenerativas em
que a mutagdo responsavel codifica uma proteina patoldgica do tipo poliglutamina, que
codifica a subunidade 1A dos canais de calcio (Restituito et al., 2000; Frontali, 2001).
Estes canais sdo estruturas multiméricas que desempenham um papel proeminente na

libertagdo de neurotransmissores e controlo das sinapses (Frontali, 2001).

A ataxia espinocerebelar tipo 6 (SCA6) é uma doenga com heranga dominante
caracterizada por ataxia progressiva, disartria, descoordenagdo e atrofia cerebelar
progressiva (Restituito et al., 2000; Arruda & Teive, 1997). Ocorre perda neuronal
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quase que exclusivamente nas células de Purkinje (Restituito et al., 2000; Kawai, et al.,

2008).

A mutago subjacente a patologia consiste na expansdo do trinucleétido CAG no exao
47 do gene CACNAIA e localiza-se no cromossoma 19p13 (Restituito et al., 2000;
Frontali, 2001).

A andlise de pacientes com SCA6 demonstra que individuos homozigdticos para a
mutagdo manifestam um inicio mais precoce da doenga do que heterozigéticos (Frontali,

2001).

10.7. Ataxia espinocerebelar 7 (SCA7)

A ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA7) é uma doenca autossomica dominante causada
pela expansdo da repetigio CAG na regifo codificadora do gene ATXN7 (no terceiro
exd0) que origina a proteina ataxina-7 de fungfo desconhecida. Esta proteina ¢
encontrada no citoplasma e nucleo dos neurénios (Furrer et al., 2011; Garden et al.,
2002; Zander et al., 2001). Os doentes apresentam entre 36 e 60 repetigdes enquanto
individuos normais possuem entre 4-17 repeti¢des CAG (McMurray, 2010; Holmberg et

al., 1998).

A idade de inicio da doenga ¢ extremamente varidavel (6 meses - 60 anos), com
progressdo mais rapida nos casos de inicio mais precoce e ¢ caracterizada por perda
neuronal, principalmente no cerebelo e tronco cerebral (Arruda & Teive, 1997,

Holmberg et al., 1998).

Os sintomas iniciam-se por ataxia (2/3 dos casos) e/ou perda visual (Zander et al.,
2001). O grau de retinopatia é variavel, e geralmente inicia-se na area macular (Arruda

& Teive, 1997; Garden et al., 2002; Zander et al., 2001).

E visivel o fendmeno de antecipagio e sintomas mais graves em descendentes de pais

afetados (transmisséo paterna) (Arruda & Teive, 1997; Furrer ef al., 2011).
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10.8. Ataxia espinocerebal 17 (SCA17)

A ataxia espinocerebelar do tipo 17 é uma doenga neurodegenerativa caracterizada pela
atrofia cerebelar, disturbios psiquiatricos tais como alteragdes comportamentais e
altera¢des de humor ou sinais neurol6gicos tais como ataxia e distirbios de movimento,
distonia e coréia também estdo presentes (Marco ef al., 2012; Reetz et al., 2012). A
deméncia é um achado precoce ¢ cerca de 35% dos pacientes € afetado pela epilepsia.

(Marco et al., 2012).

A SCA17 é causada pela repeti¢do do trinucleotideo CAG com origem da expansdo da
TATA-binding protein (TBP) localizado no terceiro exfio do gene TBP (Reetz et al.,
2012; McMurray, 2010; Oda et al., 2004).

Os portadores da SCA17 manifestam entre as 45 ¢ 66 repeti¢des (aproximadamente)
CAG enquanto portadores normais apresentam entre 25 e 42 repeticdes CAG

(McMurray, 2010).

11. Classe 2: doengas de repeticoes de tripletos nao traduzidas

Tabela 4 - Localizagdo das repeti¢des de tripletos nfio traduzidas em diversas doengas.

DOENCA SEQUENCIA  LOCALIZACAO  ORIGEM DA EXPANSAO PARENTAL

DM1 CTG DMPK (3’ UTR) M

DM2 CCTG CNBP (intréo 1) Incerto

FRAX-E GCC AFF2 (5' UTR) M

FRDA GAA FXN (intréio 1) Recessivo

FXS CGG FMR] (5' UTR) M

HDL2 CTG JPH3 (exdo 2A) M

SCAS CTG ATXNS8OS (3' UTR) | M

SCA10 ATTCT ATXN10 (intrdo 9) M e P (mudang¢as mais pequenas na M)
SCAI12 CAG PPP2R2B (5' UTR) | M e P (mais instdvel com P)
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Tabela 5 - Numero de repetigdes presentes em diversas doengas de repetigio de tripletos néo traduzida.

DOENCA NUMERO NUMERO DE NUMERO DE [INSTABILIDADE
NORMAL DE REPETICOES  REPETICOES  SOMATICA
REPETICOES  (PRE- (DOENCA)

MUTACAO)

DM1 5-37 37-50 <50 Sim

DM2 <30 31-74 75-11 000 Sim

FRAX-E 4-39 40-200 >200 DESCONHECIDO

FRDA 5-30 31-100 70-1000 SiM

FXS 6-50 55-200 200-4000 SiM

HDL2 6-27 29-35 3657 DESCONHECIDO

SCAS 15-34 34-89 89-250 DESCONHECIDO

SCA10 1029 29-400 4004500 S

SCAI12 7-28 28-66 66-78 NADA ENCONTRADO

11.1. Sindrome de X fragil
11.1.1.Patogenia

A sindrome de X fragil (SFX) é a forma hereditiria mais comum de atraso mental
moderado, sendo apenas superada pela sindrome de Down entre todas as causas de
atraso mental no sexo masculino (Veiga et al., 2002). Foi a primeira doenga causada
pela expansdo da repetigdo de tripletos a ser identificada (Nolin et al, 1999). A
designacdo de “X-fragil” deriva da aparéncia citogenética de um ponto fragil localizado
no cromossoma X, mais especificamente no gene FMR1 localizado em Xq27.3, no qual
a cromatina nfo se consegue condensar adequadamente durante a mitose (Nussbaum et

al., 2007) (Figura 7).
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fragile X chromasome

Figura 7 — Aparéncia citogenética do cromossoma X na SFX.

Esta patologia é mais frequente no sexo masculino do que no feminino, com uma

frequéncia respetivamente de 1/1.250 e de 1/1650 a 5.000 (Regateiro, 2007).

A sindrome ¢ herdada como um distirbio ligado ao X tendo nas mulheres penetrancia
de 50% a 60%. Corresponde a cerca de 3% a 6% dos casos de atraso mental entre

meninos com historia familiar positiva de atraso mental (Nussbaum et al., 2007).

A sindrome de X fragil resulta de uma mutagdo no gene FMRI, localizado no
cromossoma X (Xq27.3). Este gene é constituido por 17 exdes. A sua transcri¢éo da
origem a diversos RNAm por splicing alternativo e consequentemente varias isoformas

proteicas (Regateiro, 2007).

O produto do gene FMRI, a proteina FMRP, é expresso em muitos tipos celulares,
contudo é mais abundante nos neurénios. Mais de 99% das mutagdes no gene FMR1
sio expansdes de uma sequéncia repetitiva (CGG), na regido 5’ ndo traduzida do gene

(Primerano et al., 2002).

Em alelos normais do gene FMR1, o namero de repeti¢des CGG ¢ polimorfico e varia
entre 6 e 50 repetigdes aproximadamente (McMurray, 2010). Pessoas fenotipicamente
normais, que apresentam entre 55 e 200 repeti¢des sdo chamadas de portadores da pré-

mutag¢do (Boy ef al., 2001; McMurray, 2010). Individuos afetados por esta sindrome
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apresentam acima de 200 repeti¢des desta sequéncia, sendo denominados de portadores
da mutagdo completa (Weisman-Shomer et al, 2003; McMurray, 2010). Nestes
individuos esta expansdo é acompanhada por metilagdo excessiva de citosinas no
promotor deste gene, uma modificagdo epigenética do DNA que silencia a transcrigdo
génica (Kaimen-Maciel, 1998). A mutagéo, sendo completa, leva & auséncia do produto

proteico, a FMRP (Martins, 2005).

Mutagdes completas surgem através de transmissio materna de um alelo de FMRI
contendo a pré-mutagdo, mas nfo por transmissdo paterna (McMurray, 2010). A
existéneia de pré-mutagdo torna a condi¢do muito instavel, sobretudo nas mulheres
(Regateiro, 2007). Geralmente, o nimero de tripletos CGG aumenta em geragdes
sucessivas (Primerano et al., 2002). O risco de haver uma expansdo conducente a
mutagdo durante as meioses de uma mulher com pré-mutagdo, depende do numero de
unidades repetitivas existentes (Regateiro, 2007, McMurray, 2010). A existéncia de 61
a 70 unidades repetitivas, leva a um risco para mutagdo de 16% € nos casos em que a
pré-mutagdo materna apresenta 71 a 80 tripletos CGG repetidos o risco € de cerca de
70%. Casos em que a pré-mutagfo tem mais de 80 sequéncias CGG, levam a um risco

de mutag¢do de praticamente 100% (Regateiro, 2007).

De facto, a pré-mutagdo pode passar por varias geracdes até que se transforme numa
muta¢do completa e aparega uma crianga afetada (Nussbaum et al., 2007). Embora as
pré-mutagdes sejam comuns, a progressdo para mutagdo completa tem sido observada
somente num ntmero limitado de haplotipos, o que significa que ha predisposi¢do do

haplotipo para a expansdo (Nussbaum et al., 2007; McMurray, 2010).

Um  estudo demonstrou que a proteina FMRP  desempenha um
papel importante na espermatogénese, verificando-se que homens com SFX apresentam
malformagdes e redu¢do do nimero de espermatozdides, diretamente relacionado com

redugdo de fertilidade (Hersh et al., 2011).

A proteina FMRP tem ainda especial importancia na conexdo sindptica, e a perda da
fungdo normal desta proteina é a causa do atraso mental. Esta proteina liga-se a
determinados RNAms, suprimindo deste modo a sintese das proteinas por eles
codificadas. Estes RNAs-alvo parecem codificar proteinas envolvidas na estrutura do

citoesqueleto, transmissdo sinaptica e maturago neuronal (Nussbaum ef al., 2007).

36



Doengas de repetigdo de trinucledtidos — Doengas de antecipagdo

Além disso, a FMRP parece regular a sintese de proteinas necessdrias para a formagéo
das sinapses, visto que os cérebros de individuos portadores da sindrome do X fragil
apresentam densidade aumentada de espinhas dendriticas imaturas anormalmente longas

(Veiga & Toralles, 2002).

7.1.2. Fendtipo

Os doentes com sindrome de X fragil t€ém uma expectativa de vida normal e a sua
aparéncia pode ser semelhante a de outras pessoas (Martins, 2005). A SXF causa atraso

mental moderado nos homens afetados € leve nas mulheres afetadas (Hersh ef al., 2011).

Os recém-nascidos ndo manifestam qualquer indicio, na aparéncia fisica, que seja
indicativa da sindrome de X fragil. Apresentam macrocefalia (perimetro da cabega

maior que o normal) e hipotonia (baixo tonus muscular) (Martins, 2005).

Em adultos com sindrome de X fragil é percetivel uma face alongada e estreita com
prognatismo, orelhas grandes, macroorquidia (aumento do tamanho dos testiculos),
hiperatividade, habito de abanar ou morder as méos, explosdes de temperamento, pouco

contacto visual e tragos de autismo (Boy et al., 2001; Hersh et al., 2011) (Figura 8).

Figura 8 — Fenétipo dos portadores da SXF em adulto € crianga.
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Algumas destas caracteristicas parecem estar relacionadas com alteragdes do tecido
conjuntivo, além da frouxiddo dos ligamentos (principalmente das articulagGes
metacarpo-falangianas), prolapso da valvula mitral, miopia, estrabismo, pectus

excavatum, pé plano e palato alto (Veiga & Toralles, 2002).

A maioria das mulheres com esta sindrome (2/3) apresenta-se clinicamente normais ou
quase normais, verificando-se apenas alteragdes de comportamento a nivel da
aprendizagem ou de conduta (Martins, 2005). Cerca de 34% das mulheres
heterozigoticas apresenta nivel de inteligéncia subnormal (Veiga & Toralles, 2002).
Estudos apontam que 1 entre 259 mulheres de todas as ragas € portadora de
cromossoma X fragil e, embora assintomaticas podem passar esse gene aos filhos
homens, que tém alta probabilidade de manifestar a doenga (Martins, 2005). Em
mulheres, a gravidade do fenotipo depende do mosaicismo, do tamanho da repetigéo e

da metilagdo da repetigdo (Nussbaum et al., 2007).

Por outro lado, ha sempre comprometimento cognitivo nos pacientes do sexo masculino
portadores da sindrome. As altera¢des cognitivas podem apresentar-se sob formas muito
variadas, desde dificuldades especificas que levam a baixo rendimento escolar (3,6%
dos casos), até a deficiéncia mental profunda. A grande maioria dos pacientes manifesta

atraso mental moderado (em torno de 50% dos casos) (Veiga & Toralles, 2002).

Muitas criangas portadoras de sindrome do X Fragil apresentam alteragdes na fala e
linguagem. A grande parte ndo consegue elaborar frases curtas antes dos 2 anos e meio
de idade. As alteragdes comuns da fala incluem a ecolalia (repeti¢do de fonemas), fala
rapida, ritmo desordenado, dispraxia oral, volume alto, habilidade sintética preservada,
dificuldade na relagdo semdintica (temporal, sequencial conceitual, inferéncias), boa
capacidade de imitar sons, bom senso de humor e uso frequente de frases automaticas

(Martins, 2005).

Existe uma correlagio entre o déficit cognitivo e a expansio dos trinucledtidos. Em
portadores de grandes expansdes de trinucledtidos CGG, o QI € mais baixo (Hersh ef al.,
2011). Quanto maior o ndmero de tripletos, mais graves s3o as manifestagdes e mais

precocemente se expressam (Regateiro, 2007).
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Com o avangar da idade verifica-se declinio da fungfio intelectual, sendo mais
acentuado nos individuos com QI mais alto, particularmente observado durante a

puberdade (Veiga & Toralles, 2002).

A expansdo do numero de tripletos pode ocorrer durante a meiose das mulheres
portadoras de uma pré-mutag¢do, mas a extensfo da expansdo ndo ¢ constante entre os
descendentes atingidos. Assim sendo, as pessoas que herdam a mutagfio podem

apresentar sintomatologia varidvel consoante o numero de tripletos (Regateiro, 2007).

Pessoas portadoras da sindrome de X fréagil sdo férteis, no entanto, homens e mulheres
com atraso mental significativo, raramente se reproduzem em decorréncia das suas
limitagdes sociais e cognitivas (Martins, 2005). A menopausa precoce ocorre em cerca
de 24% das mulheres portadoras de pré-mutagdo, devendo ser prevenidas para essa
possibilidade, tanto para acompanhamento médico como para planeamento familiar

(Martins, 2005).

A grande maioria dos homens e cerca de 40% a 50% das mulheres que herdam a

mutacgdo completa apresentardo a sindrome do X fragil (Nussbaum et al., 2007).

Uma vez que esta sindrome esta ligada ao cromossoma X, o tipo de hereditariedade néo
tem caracteristicas mendelianas. Na descendéncia de um homem portador de pré-
mutagfo, os homens sdo normais ¢ as mulheres sdo todas portadoras da pré-mutagéo,
podendo transmitir aos seus descendentes do sexo masculino (Regateiro, 2007). Este
padrdo de heranga € chamado de paradoxo de Sherman, e é um exemplo especial de

heranga genética (Veiga & Toralles, 2002).

Uma vez que as muta¢des completas sdo mitoticamente instéveis, alguns pacientes t€ém
uma mistura de células com tamanho de repeti¢do variando de pré-mutagdo a mutagéo
completa (mosaicismo do tamanho da repeti¢do). Todos os homens com mosaicismo do
tamanho da repeticdo sdo afetados, mas exibem uma fungfio mental maior do que
aqueles que tém mutagdo completa em todas as c€lulas. As mulheres com mosaicismo

do tamanho da repeti¢do vio de normais a totalmente afetadas (Nussbaum et al., 2007).

De forma idéntica, alguns pacientes apresentam uma mistura de células com e sem
metilacdo da repeticdio CGG (mosaicismo da metilagio da repeticdo) (Nussbaum ef al.,
2007). Todos os homens com mosaicismo da metilagdo sdo afetados, mas na maioria
das vezes tém fungfo mental maior que aqueles que exibem hipermetilagdo em todas as
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células (Nussbaum et al., 2007). Por sua vez, as mulheres com mosaicismo de metilagéo

variam de normais a totalmente afetadas (Nussbaum et al., 2007).

E raro o aparecimento de pacientes com mutagdo completa ndo metilada em todas as

células (Nussbaum et al., 2007).

7.1.3. Diagnéstico e Tratamento

Na maioria das vezes, as pessoas portadoras da sindrome de X fragil ndo sdo
identificadas pelas suas caracteristicas clinicas (Martins, 2005). Devido a elevada
frequéncia da SXF e pelo seu caracter hereditario, é de grande importdncia que o
diagnostico seja realizado principalmente em grupos de alto risco (Veiga & Toralles,

2002).

O estudo citogenético continua a ser o primeiro método de diagndstico da sindrome de
X fragil. Em células cultivadas com um meio de cultura pobre em &cido félico ou
timidina, visualiza-se um “local fragil” no cromossoma X (Regateiro, 2007). Pode ainda
ser realizado diagnostico molecular através do uso de técnicas de PCR e Southern

blotting para avaliar a presen¢a e o tamanho da repeticdo CGG (Oliveira ef al., 2004).

Atualmente, ainda nfo ha cura para a SXF. A terapia genética estuda a possibilidade de
inser¢do de um gene FMR1 normal no cromossoma X, em substitui¢do do gene alterado.
Estudos recentes procuram a possibilidade de reativar o gene FMRI mutado (Martins,

2005).

O tratamento para SXF considerado mais eficaz ¢ aquele que, considerando uma
abordagem multidisciplinar, pode combinar atendimentos terapéuticos, educago
especial e uso de medicamentos de acordo com as necessidades especificas de cada

individuo (Anexo 2) (Martins, 2005).

11.2. Sindrome do Tremor/Ataxia Associada ao X Fragil (FXTAS)

11.2.1. Patogenia
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Na popula¢do, 1 em 800 homens ¢ 1 em cada 260 mulheres sfo portadores da sindrome
do tremor/ataxia associada ao X fragil (FXTAS), e ¢ estimado que 1 em 3000 homens

apresentam risco de desenvolver FXTAS (Greco et al., 2006; Bacalman ef al., 2006).

As repetigdes em fandem do trinucledtido CGG sdo facilmente encontradas no genoma
humano e ocorrem em diversos genes e transcritos originando diversos fendtipos
(Kiliszek et al, 2011). O intervalo entre as 55-200 repetigdes CGG pode levar ao
desenvolvimento do tremor/ataxia do X fragil (FXTAS), sendo que a mutagdo completa
(200 repeti¢oes CGG) leva a SFX (Kiliszek er al, 2011; Bacalman et al, 2006;
McMurray, 2010).Esta demonstrado que a FXTAS resulta de um aumento nos pacientes
de duas a cinco vezes nos niveis de RNAm codificado pelo gene FMRI. De facto, um
estudo efetuado por Iwahashi e colaboradores (2006) demonstrou que portadores da
FXTAS apresentam niveis de RNAm do gene FMRI aumentados em cerca de 8 vezes,
apesar da proteina FMRP permanecer em niveis normais. Isto representa uma mutagéo
de ganho de fung¢do sendo que este RNA patogénico leva a formagéo de inclusdes
intranucleares neuronais que ¢ a caracteristica celular significativa da doenga
(Nussbaum er al.,, 2007; Greco et al, 2006). O que acontece ¢ a formacdo de uma
estrutura secundaria nas regides das repetigdes CGG nos transcritos do gene FMRI.
Esta estrutura pode apresentar-se na forma de gancho (hairpin), cuja haste € formada
por uma alterndncia de C-G, G-C e pelos pares de base G-G (Kiliszek ef al., 2011). As
repetigdes CGG sfo as repetigdes termodinamicamente mais estaveis de todas as
repeti¢des CNG, o que significa que os pares de base G-G sfo os mais fortes de todas as
intera¢Bes entre bases azotadas (Kiliszek et al., 2011). Estas estruturas estaveis que se
formam nas sequéncias de tripletos CGG sequestram proteinas de ligacdo ao RNA que
sdo normalmente necessarias para o splicing e outros processos celulares, resultando em
inclusGes intranucleares em neurdnios e astrocitos (Kiliszek et al., 2011; Greco et al.,
2006). Isto desencadeia uma dindmica de formag¢do de agregados e desregulagdo do
splicing alternativo (Kiliszek et al., 2011). Mais ainda, estas estruturas estaveis inibem a
tradugdo do RNAm codificado pelo gene FMRI na etapa de iniciagdo, resultando numa
deficiéncia da proteina FMRP. Esta é uma proteina de ligacdo ao RNA envolvida no
transporte do RNAm entre o nicleo da célula e o citoplasma, assim como na regulagio
da sinapse (Kiliszek et al, 2011). O estudo neuropatologico de quatro homens que

morreram com FXTAS demonstrou a presenga de inclusdes intranucleares eosinofilicas
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em 5-40% dos neurénios e em 30-50% de astroglia no cértex e cerebelo, com exce¢éo

das células de Purkinje, onde nédo foram observadas inclusdes (Hagerman et al., 2004).

No entanto, isto ndo foi observado entre adultos mais velhos com alelos de mutacdo
completa (> 200 repeti¢des de CGG) (Iwahashi et al., 2006; McMurray, 2010). Nestes
casos o gene FMRI encontrava-se silenciado (ou seja, auséncia de RNAm do gene

FMRI e FMRP) (Iwahashi et al., 2006).

11.2.2. Fenétipo

Tabela 6 — Descrigdo clinica das etapas da FXTAS (Bacalman ef al., 2006).

Etapa da FXTAS Descricao Clinica
1 Sinais de doen¢a muito subtis
2 Sintomas pouco evidentes com tremor e problemas de

equilibrio. Pouca interferéncia nas atividades diérias.

3 Tremor e problemas de equilibrio moderados, em ultimo caso

com interferéncias significativas nas atividades diarias.

4 Tremor € problemas de equilibrio severos.
5 Uso de cadeira de rodas no auxilio da mobilidade.
6 Individuo acamado.

Esta sindrome ¢ clinicamente distinta da sindrome de X fragil propriamente dita. A
reducdio da proteina FMRP ndo ¢ considerada responsavel pela doenga uma vez que
homens com mutag¢des completas e perda quase total da expressdo do gene FMRI nunca

desenvolvem FXTAS (Nussbaum et al., 2007).

Aproximadamente 20-25% dos individuos portadores da FXTAS manifestam problemas
psiquiatricos como ansiedade ou fobia social ¢ falha prematura no ovario. O inicio da
doenga acontece por volta dos 50-70 anos de idade e inclui uma progressiva ataxia e
tremor. Outros sintomas sdo a perda de memoéria com declinio gradual cognitivo

levando alguns individuos a deméncia (Hagerman et al., 2004; Bacalman et al., 2006)
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11.3. Ataxia espinocerebelar 8 (SCAS)

A ataxia espinocerebelar do tipo 8 (SCAS8) é uma doenga autossémica dominante
localizada no cromossoma 13q21, resultante da expansio da repeticdo CTG localizada
no gene ATXNS8OS codificador da proteina ataxina—8 (Ushe & Perlmutter, 2012;
McMurray, 2010).

O portador da doenga apresenta entre 89 e 250 repeti¢cdes CTG, enquanto o nimero de

repeticdes normal se situa entre as 15 e as 34 repeti¢des CTG (McMurray, 2010).

A SCAS tem inicio entre 1-2 anos de idade, manifestando-se por ataxia, dificuldade de
marcha, atetose, hipotonia e arreflexia profunda. Surge ainda oftalmoplegia e perda
auditiva, e mais tardiamente na adolescéncia, neuropatia sensitiva (Arruda & Teive,

1997; Ushe & Perlmutter, 2012).

11.4. Ataxia de Friedreich
11.4.1. Patogenia

A ataxia de Friedreich (AF), a ataxia espinocerebelar hereditdria mais comum, com
prevaléncia de 2 a 4/100.000 entre os europeus e pessoas do Médio Oriente e India, &
uma doenga autossomica recessiva, caracterizada por miocardiopatia e diabetes tipo 2

(Nussbaum et al., 2007; Sharma et al., 2002).

O gene responsavel pela AF parece ter surgido na regidio de Perche, Franga, em 1634, ¢

foi identificado por Nicholaus Friedreich em 1863 (Albano & Kim, 2001).

A ataxia de Friedreich esta associada a expansfo da repeticdo de tripletos GAA no
primeiro intrdo do gene FRDA, resultando na redugdo ¢ perda das fun¢des normais da

proteina codificada por este gene, a frataxina (Ohshima et al., 1998; Diirr ef al., 1996).

A repeti¢do de tripletos GAA € polimérfica, sendo que o cromossoma normal contém
cerca de 5-60 repetigdes e o cromossoma mutante entre 100-1700 repeti¢des (Sharma et
al., 2002). A expansdo no interior do intrdo interfere com a expressdo normal do gene

codificador da frataxina (FRDA), e sendo a ataxia de Friedreich recessiva, a perda da
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expressio de ambos os alelos é necessaria para que haja manifestagdo da doenga

(Pollard er al., 2004; Puccio & Koenig, 2000).

Segundo Puccio & Koenig (2001), 96% dos pacientes sdo homozigdticos para
expansdes repetidas de trinucledtidos GAA, enquanto os restantes 4% dos casos sdo
heterozigdticos compostos por uma expansdo GAA e um ponto de mutagéo no interior

da regido codificante do gene.

A maioria da literatura refere-se 8 AF como uma patologia que afeta gravemente a
medula espinal e provoca efeitos leves no tronco e cerebelo envolvendo os hemisférios
cerebrais, afetando assim, o cortex cerebral e os ganglios da base precocemente (Albano
& Kim, 2001; Puccio & Koenig, 2000). Nos géinglios da base localizam-se o0s corpos
sensoriais que sdo primordiais na expressio do sistema nervoso, verificando-se
neuropatia sensorial e degeneragfo das colunas posteriores, uma consequéncia direta
dos niveis reduzidos de frataxina nestas estruturas (Puccio & Koenig, 2000; Albano &

Kim, 2001).

O gene FRDA também € expresso em tecidos ndo neuronais, tais como cora¢do €
pancreas, podendo conduzir a miocardiopatia ¢ aumento da incidéncia dos diabetes.
Além disso, o gene FRDA é expresso em tecidos aparentemente ndo afetados pela
doenca tais como figado, masculo, timo e tecido adiposo castanho (Puccio & Koenig,
2001; Schapira, 1999). Os tecidos que expressam niveis elevados da frataxina séo ricos
em mitocondrias, sendo que tanto os neurdnios como os midcitos cardiacos por
apresentarem um metabolismo exclusivo, sdo mais sensiveis a mitocondrias defeituosas

(Puccio & Koenig, 2000; Schapira, 1999).

Embora as fun¢des da frataxina nfo estejam claramente determinadas, foi proposto por
Nussbaum et al. (2007) que o seu papel inclua ag8io como uma proteina ligante do ferro,
um fator essencial na formagdo do grupo heme e na sintese e integridade do
agrupamento Fe-S (combinagio de ferro e enxofre encontrada em algumas proteinas,
principalmente em oxidorredutases) (Nussbaum et al., 2007; Puccio & Koenig, 2001 ).
Assim sendo, a perda de atividade da frataxina estd associada a niveis aumentados de

ferro mitocondrial, defeito na sintese do grupo heme, e atividade reduzida das proteinas
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contendo Fe-S como os complexos I a III da cadeia de transporte de eletrdes

mitocondrial (Puccio & Koenig, 2000; Nussbaum ef al., 2007).

11.4.2. Fenétipo

A presenga de miocardiopatia hipertréfica, de cifoescoliose e de pés cavos € bastante
caracteristica, podendo associar-se a diabetes tipo 2 em cerca de 20% dos casos (Albano

et al., 2001).

O fendtipo é parcialmente determinado pelo tamanho das expansdes, verificando-se a
existéncia de uma relagdo inversa entre o tamanho da expansdo e as variaveis: idade de
inicio, progressdo da doenga, miocardiopatias, incapacidade motora e disartria. Assim
sendo, os alelos menores encontram-se associados com idades de inicio mais tardio e

auséncia de miocardiopatia (Albano & Kim, 2001).

A Ataxia de Friedreich é uma doenga progressiva e fatal, caracterizada clinicamente por
um inicio antes dos 25 anos de idade, manifestando-se por ataxia cerebelar,
hiporreflexia ou arreflexia, disartria com voz escandida, podendo ocorrer também
surdez neurossensorial, nistagmo horizontal e amiotrofia distal dos membros inferiores

(Sharma et al., 2002; Albano et al., 2001).

Segundo Albano & Kim (2001) a dificuldade de marcha € progressiva e, ao fim de 10-
15 anos de evolugdo da doenga, o paciente fica limitado a uma cadeira de rodas.
Normalmente, a for¢a € o trofismo muscular sdo normais, alterando-se de forma mais

evidente no final da doenga, quando os pacientes ja se encontram em cadeira de rodas.

Trata-se de uma doenga com heranga autossémica recessiva. A Figura 9 mostra
claramente este tipo de hereditariedade, sendo que os alelos expandidos dos
progenitores manifestam de forma indireta uma instabilidade dessas expansdes, uma vez
que o pai apresenta 350 repeti¢des e a mie 400 (Albano & Kim, 2001; Puccio & Koenig,
2001). Deveriam apresentar 0 mesmo nimero de repeti¢des, caso os alelos fossem
adquiridos de um ancestral comum e ndo existissem mutagdes dindmicas (Albano &
Kim, 2001; Puccio & Koenig, 2001). Além disso, as expansdes transmitidas aos filhos

apresentam os dois alelos expandidos, mas com um nimero de repeti¢des menores que
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os seus ancestrais. Ao contrario do que acontece noutras doengas de repeticdo de
tripletos, na AF existe uma tendéncia para a contragdo, de geragdo para geragéo, talvez
por um processo de sele¢do natural ou pela grande atividade mitdtica que se verifica na

espermatogénese (Figura 9) (Albano & Kim, 2001; Sharma et al., 2002).

Normal/350 Normal/400

300/250 340/260
Figura 9 — Heredograma representativo de uma familia com dois irmdos afetados e respetivos tamanho

dos alelos.

Na AF, a instabilidade dos alelos ocorre em dois estagios: o primeiro na meiose € 0
segundo na mitose, nio sendo relevante o sexo do progenitor. Pensa-se que o DNA
contendo as repeti¢des de trinucledtidos GAA assuma uma estrutura secunddria em
forma de hélice tripla, a partir de arranjos tanto intramoleculares como intermoleculares

(Albano & Kim, 2001; Puccio & Koenig, 2001).

11.4.3. Diagnéstico e Tratamento

No diagnéstico da ataxia de Friedreich, devem ser consideradas todas as causas
possiveis de ataxia por existirem outras patologias com quadros clinicos semelhantes a
AF, destacando-se a deficiéncia isolada de vitamina E ¢ a ataxia—-telangiectasia, sendo o
estudo molecular imprescindivel para a detegdo da AF (Albano & Kim, 2001; Puccio &

Koenig, 2001).

Com base nas recentes descobertas das possiveis fungSes da frataxina, € mais
especificamente sobre as consequéncias da redugio desta proteina, tem havido diversos

avangos terapéuticos (Puccio & Koenig, 2001). Uma das estratégias terapéuticas baseia-
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se nos niveis aumentados de ferro mitocondrial encontrados na AF, usando-se como
reagente terapéutico para o tratamento quelantes de ferro, como a desferroxamina,

(Puccio & Koenig, 2000; Puccio & Koenig, 2001).

Uma segunda estratégia baseia-se no pressuposto de que a redugéo de radicais livres ird
atrasar a progressio da doenga. Deste modo, antioxidantes que sdo geralmente
desprovidos de efeitos colaterais, podem ser considerados como potenciais reagentes
terapéuticos (Puccio & Koenig, 2001). Um destes antioxidantes ¢ a idebenona que € um
analogo de cadeia curta da coenzima QI10. Este agente protege as membranas
mitocondriais e as enzimas da cadeia respiratdria contra lesdes provocadas pelo ferro
sem causar reducdo da atividade da aconitase (Puccio & Koenig, 2001; Puccio &
Koenig, 2000). Além disso, a idebenona, sendo um andlogo de cadeia curta pode
transpor membranas prontamente (incluindo o sangue e barreira hematoencefalica)

(Puccio & Koenig, 2000; Puccio & Koenig, 2001).

11.5. Distrofia Miot6nica
11.5.1. Patogenia

Batten, Gibb e Steinert em 1909 identificaram a distrofia miotonica (DM) como uma
desordem multissistémica que atualmente é conhecida como uma das mais comuns

atrofias musculares em adultos (Ranum & Day, 2004).

A DM € uma doenga autossémica dominante afetando 1/8.000 individuos. Dois loci tém
sido associados ao fendtipo da DM: o cromossoma 19 que € responsével pela distrofia
miotonica tipo 1 (DM1), e o cromossoma 3 que determina distrofia miotdnica tipo 2

(DM2) (Harley, 1993; Brook ef al., 1992).

Em 1992 foi identificada a mutagdo responsavel pela DM1 como uma expansdo CTG
localizada na regido 3’-UTR do gene DMPK (Myotonic distrophy protein kinase) que
codifica uma proteina cinase (Wigg & Duro, 1995;Tachi et al., 1995; Fu et al., 1992).

O tripleto CTG causador de DM1, uma doenga neuromuscular, é polimdrfico na
populagdo e varia entre as 3-37 repeti¢des em individuos ndo afetados (Temmerman et
al., 2008). Individuos portadores de um alelo DMPK com pelo menos 50 repeti¢des
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apresentam sintomas de distrofia miotonica e pacientes severamente afetados

apresentam expansdes de varios milhares de repeti¢des (Kaliman & Llagostera, 2008).

S&o varios os modelos propostos para a patogenicidade de DM1. O primeiro modelo
baseia-se na haploinsuficiéncia de DMPK. Inicialmente, a localizagdo da mutagfo no
terminal 3’ do gene codificador de uma cinase (DMPK) sugeriu que as altera¢des na
expressdo de DMPK levariam as caracteristicas clinicas multisistémicas da doenga (Fu
et al., 1992; Hoffmann-Radvanyi et al., 1993; Novelli et al., 1993). A maioria dos
primeiros estudos de expressdo era consistente com esta hipotese indicando que os
niveis de RNAm ¢ de proteina DMPK se encontravam reduzidos tanto nos musculos
dos pacientes como também em culturas de células (Fu et al, 1992; Hoffmann-
Radvanyi et al., 1993; Novelli et al., 1993). No entanto, ratinhos knockout para DMPK
ndo possuiam as caracteristicas tipicas da doenga, mostrando apenas miopatia ligeira de
desenvolvimento tardio (Jansen ef al., 1996; Reddy et al, 1996). Estes resultados
sugerem que a haploinsuficiéncia da proteina DMPK contribui para os sintomas da
doenga mas ndo € o unico mecanismo responsavel pelas caracteristicas clinicas de DM1
(Ranum & Day, 2004). O facto de ndo existirem casos de DM1 causados por mutagdes
pontuais no gene DMPK sugere que os niveis reduzidos desta proteina ndo sdo a Unica

causa para os sintomas (Ranum & Day, 2004).

O segundo modelo propde que a expansdo do tripleto provoca alteragdo da conformagéo
da cromatina que afeta os genes adjacentes: Six3 (homologue of Drosophila sine oculis
homeobox 5) e DMWD (myotonic dystrophy containing WD repeat motif) (Kaliman &
Llagostera, 2008). Esta hipotese é apoiada pela observagdo de que a expansdo CTG,
caraterizada por ser um local de ligagfo forte do nucleossoma, poderia potencialmente
alterar a estrutura da cromatina e consequentemente afetar a expressdo de multiplos
genes (Groenen & Wieringa, 1998; Tapscott, 2000; Filippova et al., 2001; Larkin &
Fardaei, 2001).

Um terceiro modelo refere que podera haver aquisigéo de fungéio do RNA, conferindo-

lhe novas propriedades (Kaliman & Llagostera, 2008).

Por ultimo, foi desenvolvido um modelo aditivo em que cada um dos mecanismos

descritos acima contribui para a patogenicidade da DM1 (Groenen & Wieringa, 1998;
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Tapscott, 2000; Filippova et al., 2001; Larkin & Fardaei, 2001). Neste modelo alguns
aspectos da doenga sdo causados pela haploinsuficiéncia de DMPK, SIXS e outros
genes vizinhos enquanto outras caracteristicas clinicas resultam dos efeitos da expansdo

CUG no RNA (Tapscott, 2000; Filippova et al., 2001; Larkin & Fardaei, 2001)

A distrofia mioténica tipo 2 (DM2) também tem heranca autossémica dominante e
compartilha a maioria dos aspectos clinicos com a DM1. A DM2 ¢ causada pela
expansdo do tetranucleétido CCTG no primeiro intrdo do gene codificador da proteina

ZNFO9 (zinc finger protein 9) (Nussbaum ef al., 2007).

11.5.2. Fenétipo

A DM1 e DM2 sdo doengas muito similares que levam a alteragdes nos sistemas ocular,
cardiaco e enddcrino (Nussbaum et al, 2007). A expressdo clinica da DM ¢
extremamente variavel, podendo apresentar uma progressiva distrofia muscular que
afeta os musculos distais e proximais, com incapacidade de relaxamento dos musculos
de forma adequada (miotonia), cataratas, arritmia cardiaca, atrofia testicular e
resisténcia a insulina, existindo ainda uma forma congénita com desenvolvimento de

atraso mental (Figura 10) (Tachi et al., 1995; Kaliman & Llagostera, 2008).

Figura 10 — Fendtipo da DM (www.mednet.cl).

49



Doengas de repeti¢do de tripletos — Doengas de antecipagéo

Outras alteragdes sorologicas em ambos os disturbios incluem reduc¢do dos niveis de

imunoglobulina G e M (Nussbaum et al., 2007).

Tabela 7 — Sintomas clinicos da DM1 e DM2.

Sintomas DM DM?2
Miotonia + +
Fraqueza facial + +
Fraqueza proximal + +
Fraqueza distal + +
Atrofia esternocleidomastéideo + +
Cataratas + +
Arritmias cardiacas + +
Insuficiéncia testicular + +
Hiperinsulinemia + +
Hipogamaglobulinemia + +
Creatina cinase elevada + +
Atraso/anomalias congénitas + -

11.5.3. Diagnéstico e Tratamento

O diagndstico consiste no teste pré-natal (o estudo genético do feto) podendo ser feita a
interrup¢do da gravidez caso se confirme a presenga da mutagdo (Nussbaum et al.,

2007).

Para evitar a possibilidade de concegdo de um feto com a mutagfio pode, hoje em dia,
ser utilizada a doagdo de gametas (neste caso as células ndo tém origem no elemento do
casal com a mutagfio pelo que o filho nfo recebera dele nenhuma informagéo genética)

(figura 11) (Nussbaum et al., 2007)

Atualmente ndo existe um tratamento etioldgico para a distrofia mioténica (Nussbaum
et al., 2007). O tratamento desta doenga consiste em minimizar os seus sintomas

fazendo periodicamente avaliag¢Oes cardiacas (electrocardiograma e ecografias cardiacas
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se necessario), avaliagdes enddcrinas (glicemias e fungdo tirdideia) e avaliagdes

oftalmologicas (Nussbaum et al., 2007).

0

N B
d)tllwléc'!)éo

41 42
Figura 11 — Heredograma de uma familia com distrofia miotonica mostrando antecipagfio genética (idade

em anos).

11.6. Ataxia espinocerebelar 12

A ataxia espinocerebelar do tipo 12 é uma doenga autossomica dominante e € causada
pela expansdo da repetigdo CAG na regiio promotora do gene
PPP2R2B que esta localizado no cromossoma 5q31-5q32 (Sato et al., 2010; Holmes et
al., 2001; Bahl et al., 2005).

Pacientes portadores da SCA12 desenvolvem tremores, ataxia cerebelar, parkinsonismo,
depressdo e deméncia (Sato ef al., 2010; Brussino ef al., 2010). A ressonéncia
magnética ao cérebro de pacientes com SCA12
mostra atrofia generalizada no cortex cerebral, menos

a nivel do cerebelo (Sato ef al., 2010).

Os pacientes portadores da SCA12 apresentam aproximadamente entre 66 e 78
repeticdes, enquanto portadores de repeticdes normais apresentam entre 7 e 28

repeti¢des CAG (McMurray, 2010).
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IV. DOENCAS DE ANTECIPACAO

A antecipagdo genética € caracterizada por existir uma redu¢do na idade do
aparecimento da doenga e também por um agravamento dos sintomas nas pessoas
afetadas em geragdes sucessivas (Margaglione et al., 1996; Choi et al., 2013). Este
processo tem sido associado a expansdo das repetigdes de trinucleotidos (Polito ef al.,

1996).

Exemplos bem documentados sdo a distrofia miotonica, a doenga de Huntington ¢ a
sindrome de X fragil, demonstrando antecipagdo genética em algum grau, com inicio de
doenga mais precoce, aumentando a gravidade da doenga ao longo das gerages, o que
esta diretamente relacionado com um aumento progressivo da sequéncia da repetigéo de

trinucleotidos (Deighton et al., 2007).

Uma potencial explica¢do para a ocorréncia da antecipagdo genética resulta da divisdo
mitdtica continua das células germinativas que, portanto, estdo sujeitas a expansdo

continua (Deighton et al., 2007).

1. Antecipacio Genética em Doenc¢as Nao-Mendelianas

A redugdo da idade no aparecimento da doenga ndo é apenas observada nas doengas de
repeti¢des de tripletos, mas também em doengas como cancro da mama, cancro do
cllon, doenga de Alzheimer, e Diabetes mellitus. Estes distarbios diferem das doencas
de repetigdo de tripletos pois pertencem a categoria de disturbios ndo-mendelianos que
ocorrem esporadicamente sem evidéncia da expansdo da repeticdo de trinucledtidos

(Margaglione ef al., 1996).

Um estudo realizado por Margaglione ¢ colaboradores (1996) apresentou como
principal objetivo verificar a antecipagdo genética de doengas como o cancro mama,
cancro do colon, doenga de Alzheimer, e a Diabetes mellitus. Com base em estudos
anteriores foram efetuadas duas amostragens, uma composta pelo levantamento
estatistico da idade de inicio de aparecimento dos sintomas na geragdo parental (G1), e
outro grupo composto pelo levantamento estatistico da idade na descendéncia (G2).

Relativamente ao cancro da mama apenas foram considerados os casos de transmisséo
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mae-filha, ndo tendo sido analisada a gravidade da doenca em sucessivas geragdes

(Margaglione et al., 1996).

Tabela 8 — Idade do inicio da doenga (anos) (adaptado de Margaglione ef al., 1996).

Idade do Inicio da Doenca (Anos)

Doenga N° de pares de individuos G1 G2 G1-G2
Cancro da mama 159 505+122 | 41.6+11.7 | 89
Cancro do célon 67 525+13.5 (452+11.8 |73
Doenca de Alzheimer 129 554+ 13.1 | 529+12.1 |25
Diabetes mellitus 51 21.6+103 | 72+44 14.4

A antecipagdo genética nas doengas ndo-mendelianas nfo pode ser rejeitada pelo facto
de nfo existir expansdo na repeti¢do de tripletos, sendo surpreendente a diversidade de
doengas ndo-mendelianas com registo de antecipagdo genética (Margaglione ef al.,
1996). O mecanismo molecular que controla a idade de inicio da doenga pode variar de
doenga para doenga. No caso de cancro ou na diabetes, outros fatores genéticos podem

interferir na idade do inicio da doenga (Margaglione et al., 1996).

Doengas geneticamente complexas, tais como o transtorno afetivo bipolar, a
esquizofrenia, a doenga de Crohn e psoriase demonstram antecipagdo genética. No caso
particular da esquizofrenia o avango da idade paterna é um dado importante a ter em

conta (Deighton et al., 2007).

Foi ainda demonstrada antecipacdo genética na psicose maior, cardiomiopatia
hipertréfica, atrofia olivopontocerebelar, paraganglioma, € outras duas doengas auto-

imunes: sindrome de Blau e artrite reumatoide (Margaglione ef al., 1996).
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2. Antecipacio genética na doenca de Crohn

A doenga de Crohn é uma forma inflamatéria da doenga intestinal com influéncia
genética em alguns pacientes. Estudos demonstram que a idade de inicio da doenga de
Crohn é menor entre pacientes com historia familiar de doenga inflamatdria intestinal do

que entre aqueles sem histdria familiar desse tipo (Polito er al., 1996).

Um estudo efetuado por Polito e colaboradores (1996) apresentou como objetivo a
analise de 552 pacientes com doenga de Crohn com o proposito de verificar antecipagéo
genética entre pai e filho. No hospital Johns Hopkins durante um periodo de 6 anos
(1985-1991) e mediante critérios radiologicos, histoldgicos e clinicos, a gravidade dos
sintomas da doenga foi classificada por um sistema de pontuagfo envolvendo
endoscopia ou radiografia. Dos pacientes estudados, 542 eram brancos e 10 de raga
negra, 300 (54%) eram mulheres e 95 (17%) apresentavam historial positivo de doenga
de Crohn. A andlise dos pacientes revelou que no membro da geragéo mais tardia a
doenga foi diagnosticada mais cedo do que na geragdo anterior em 23 dos 27 pares de
individuos (média de idade de diagndstico 18,9 vs 31,4 anos; diferenga média de 12,5

anos).

A andlise realizada na base de dados apresentou resultados semelhantes, verificando-se
que a idade de diagnodstico foi menor na geragdo mais tardia, em 31 dos 32 pares de
individuos (média de idade de diagnéstico 16,9 vs 33,1 anos; diferenga média de 16,2

anos) (Polito et al., 1996).

O modelo familiar analisado no hospital Johns Hopkins demonstrou uma média de 10,8
anos de diferenca na idade do diagndstico entre pai e filho. Também foi demonstrado
que a severidade da doenga era maior na geragfo mais jovem comparativamente a
geracdo mais velha, verificando-se que apenas 5 dos 27 pares registavam uma
severidade menor comparativamente aos pais (Polito ef al., 1996). Mais ainda, a
probabilidade de uma crianga registar uma mais alta severidade da doenga € maior se o

pai manifestar a doenga (Polito et al., 1996).
3.Antecipa¢io genética na Artrite Reumatoide

Um estudo efetuado por Deighton e colaboradores (2007) utilizou dados do consércio

norte-americano da artrite reumatéide (NARAC) e da campanha de pesquisa da artrite
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no Reino Unido (ARC) para verificar se a diferenga de idade no inicio da doenga entre
geragBes apoiava a antecipagdo genética. Também foi observada a idade dos pais no
momento da conce¢do dos irmios para verificar algum tipo de correlagfo inversa com a

idade no inicio da doenga na descendéncia (Deighton ef al., 2007).

Tabela 9 — Anélise de dados do NARAC e ARC.

Idade do Inicio da Doenca em ldade do Inicio da Diferenca de idade

irmaos mais velhos Doenca em  irmaos

mais novos

NARAC 39.3 (12.7) 36.9 (14.1) 2.05 (1.19, 2.90)

ARC 43.8 (13.8) 40.1 (13.2) 2.82(1.78, 3.87)

A anélise de 743 casos provenientes do NARAC e de 396 casos provenientes do ARC
demonstraram que na maioria dos casos ambos os irmdos eram portadores da doenga.
Em ambos os conjuntos de dados, o irmdo mais velho apresentou um inicio de doenga
mais tardio do que o irmfo mais novo (independentemente do género) (Deighton ef al.,

2007).

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi calculado ndo demonstrando correlagdo
significativa entre a idade de inicio da artrite reumatéide e a idade materna/paterna no
momento da conceglo, embora trabalhos anteriores demonstrem a existéncia de

correlagdo inversa (Deighton et al., 2007).

V. CONCLUSAO

Aproximadamente 3 bilides de pares de bases de DNA constituem o genoma humano,
havendo portanto vérios motivos para a ocorréncia de DNA repetitivo (Lutz, 2007). Este
DNA repetitivo inclui microssatélites, sequéncias de DNA repetitivo nos telomeros,

centromeros e regides de DNA heterogénea dos cromossomas (Lutz, 2007).
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E frequente o aparecimento de DNA repetitivo que consiste em repetigdo de tripletos e
que pode ocorrer em diversos genes e codificar varios aminoacidos (Lutz, 2007). Estes
aminoacidos como a glutamina podem surgir em enzimas, recetores de hormonas ou em
sequéncias ndo codificantes que regulam atividades celulares como metilagdo ¢
imprinting, degradag@o de proteinas através de ubiquitina¢do, e processamento atraves

do proteassoma, bem como a activacdo e inativagéo de genes (Lutz, 2007).

As repeti¢des de trinucledtidos ocorrem tanto em células germinativas como em células
que ndo se dividem e também no decurso da divisdo de células somaticas (Liu & Wilson,
2012). A instabilidade do tamanho das repeti¢des de tripletos poderd conduzir a uma
expansio gradual, podendo os efeitos dessa expansdo causar doengas (Lutz, 2007). A
expansdo destas repeti¢des é particularmente significativa nos neurénios e desempenha
um papel importante no envelhecimento do cérebro, assim como no aparecimento €

progressdo de doengas em ratos e humanos (Liu & Wilson, 2012).

A expansio na repeti¢do de trinucletideos foi inicialmente identificada como ocorrendo
durante a replicagio de DNA, no entanto estudos em bactérias, leveduras e ratos
mostraram que também pode ocorrer durante a reparagdo de DNA, na transcrigdo € na
recombinag¢do (Liu & Wilson, 2012). No entanto, os mecanismos envolvidos na

expansdo continuam pouco compreendidos (Liu & Wilson, 2012).

Pode ainda haver maior expansio ou mesmo contracgdo da repeti¢do de tripletos

dependendo do tipo da repetigdo tripla ¢ da origem parental da doenga (Lutz, 2007).

O tamanho das expansBes resultantes pode originar portadores ndo afetados (pré-
mutag¢des) €, como o tamanho da expansdio cresce através de geragbes consecutivas,
pode resultar em doenga com variabilidade na gravidade, apresentagdo clinica e idade

de inicio da doenga (Lutz, 2007).

A expansio no numero de repeti¢Oes triplas através das geragdes conduz ao fenémeno
de antecipagdo (Lutz, 2007). Estudos em familias com distrofia mioténica ou com
doengca de Huntington tém demonstrado fortes evidéncias de que o fenémeno de
antecipagio tem uma base biologica e genética sob a forma de um aumento no nimero
de repeti¢des de tripletos. Este nimero aumenta em sucessivas geragdes de pacientes

verificando-se uma correlagdo inversa entre o niimero de repetigdes de tripletos e a
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idade do inicio da doenga (Polito et al., 1996). Estes autores (Polito et al., 1996)
verificaram que a idade de inicio da doenga era menor nas geragdes tardias
comparativamente a gera¢do parental existindo uma correlagio dentro da familia, em
que a terceira geragdo (isto é, a crianga) apresentava um diagndstico mais precoce do
que a segunda gerag¢do (ou seja, o pai) que por sua vez apresentava um diagnostico

ainda mais precoce do que a primeira geragéo (isto ¢, o avo).

O género (masculino/feminino) influencia a severidade da doenga em casos de
antecipagdo genética como tem sido descrito na literatura. Por exemplo, no caso da
doenga de Huntington a descendéncia de homens afetados tem uma idade de inicio da
doenga mais precoce e de maior severidade do que a descendéncia de mulheres afetadas

(Polito et al., 1996).

Algumas doengas de repeti¢do de tripletos tem origem parental, visto ser muito raro
surgir uma mutag3o no paciente sem que um dos pais seja portador da doenga (Lutz,
2007). No entanto, a presenga de replicagdo de DNA especifico e respetiva maquinaria
de reparagdo do nucleo projetada para detectar erros e reparar as copias de DNA explica
potencialmente que existem pessoas que estdo mais predispostas a expansdo ou

contracgdo das repetigdes de tripletos (Lutz, 2007).
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Anexo 1 — Distribuigdo de repeticdes de mono, di, tri, e tetranucledtidos nos 16
Cromossomas de S cerevisiae. As linhas coloridas acima  dos

cromossomas indicam o tipo e extensdo da repetig&o.
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ANEXO 2
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