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Efeito combinado de genes moduladores na idade de inicio da doenca em pacientes com Doenca de Machado-
Joseph

Rafaella Mergener; Gabriel Vasata Furtado; Eduardo Preusser de Mattos; Vanessa Biefeltd Leotti; Laura Bannach Jardim; Maria
Luiza Saraiva-Pereira

UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul

A doenca de Machado-Joseph (MJD), também conhecida como ataxia espinocerebelar tipo 3, € uma doenca hereditaria
neurodegenerativa de heranga autossémica dominante, causada por uma expansédo do trinucleotideos CAG no gene ATXN3. Uma
correlagcdo inversa entre esta expansao e a idade no inicio dos sintomas tem sido amplamente descrita, podendo prever entre 40 a
68% dos casos. Dentre os moduladores da idade de inicio da doenga ja estipulados, podemos ressaltar o tamanho da repeticdo CAG
no gene ATXN2 e fatores familiares que, juntos com o tamanho da expansdo em ATXN3, explicam 73,5% da variacdo na idade de
inicio. Regifes com repeticdes de trés ou mais nucleotideos sdo mais propensos a quebra no DNA pela geragao de conformacdes
nao classicas e sitios frageis. A variante rs3512 representa a troca de um nucleotideo C para G no gene FAN1, o qual esta envolvido
no reparo de interstrand crosslinks. Até 0 momento, o alelo C desta variante ja foi associado com o aparecimento dos sintomas na
MJD 2,15 anos mais tarde em uma coorte europeia. O objetivo desse trabalho foi determinar o efeito modificador sozinho da variante
rs3512 no fenétipo de pacientes com MJD e combinado com os dados do gene ATXN2 e familia. No total, foram incluidos 210
pacientes no estudo, os quais foram divididos em 2 grupos: inicio precoce e inicio tardio da doenca. DNA de 50 individuos controles
também foram analisados. O DNA foi isolado a partir de sangue periférico e a genotipagem da variante foi realizada através do
ensaio qualitativo do PCR em tempo real. Apés a realizagédo das analises laboratoriais, a frequéncia do alelo C foi 0,22 nos controles
e 0,26 nos pacientes. Nenhuma associacao significativa foi encontrada quanto ao efeito da variante rs3512 isoladamente. Entretanto,
individuos com até 22 repetigcBes (pequena) no gene ATXN2 manifestam a doencga 4,25 anos mais tarde em média (p=0,006
ajustados pelo alelo) e 3,91 anos do estimado pelo tamanho do CAG (p=0,012). Esta associa¢do fica mais evidente quando
agrupados pacientes da mesma familia, onde quem apresenta uma repeticdo pequena no gene ATXN2 manifesta a doenca 4,56
anos mais tarde em média, ajustado pelo alelo (p=0,005) e 4,41 anos do estimado pelo tamanho do CAG (p=0,007). Portanto, com
este trabalho, foi possivel demonstrar modulacdo da idade de inicio de pacientes com MJD pela variante rs3512 como parte de
aspectos que podem contribuir para a manifestacdo desta doenca em individuos do sul do Brasil.
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A doenca de Huntington (DH) é um distirbio neurodegenerativo de inicio tardio, de heranca autossémica dominante, cujos sintomas
incluem comprometimento da capacidade cognitiva, perda da coordenac@o motora, alteracdes psiquiatricas e deméncia progressiva.
A DH é causada por uma expanséo do trinucleotideo CAG no éxon 1 do gene IT15, o qual codifica a proteina huntingtina, altamente
expressa no cérebro. O numero de repeticdes CAG esta inversamente correlacionado com a idade de inicio da doenca e penetrancia
completa ocorre quando os individuos apresentam 41 ou mais repetices CAG. Dentre os fatores que podem influenciar a idade de
inicio da doenca, a variante rs3512, localizada no gene FAN1, foi associada com idade de inicio da doeng¢a 1,2 a 1,5 anos mais tarde
do esperado para o tamanho da expansdo em uma coorte europeia. O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da variante
rs3512 na idade de inicio de pacientes com DH no nosso meio. O grupo de pacientes foi composto por 120 individuos com HD e o
grupo controle por 50 individuos sem sintomas da doenga. O DNA foi extraido a partir de sangue periférico conforme protocolos
padronizados com uso de kits comerciais. A genotipagem da variante foi realizada por ensaio qualitativo pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real. As frequéncias alélicas e genotipicas foram estabelecidas pelo programa PASW Statistics 18, através dos
testes t de Student e qui-quadrado, respectivamente. A frequéncia do alelo C foi estabelecida em 0,204 e em 0,796 para o alelo G no
grupo de pacientes. A distribuicdo das frequéncias genotipicas foram 0,050 de homozigotos para o alelo C, 0,642 de heterozigotos e
0,308 de homozigotos para o alelo G. Nao houve diferencgas estatisticas significantes entre o grupo controle e os pacientes com DH.
Esses resultados estdo sendo associados com a idade de inicio da doenga. O protocolo utilizado se mostrou eficiente para a
genotipagem das amostras. Os resultados obtidos até o momento ndo indicam diferencas significativas entre pacientes com DH e o
grupo controle. O alelo menos frequente no rs3512 (C), apresenta frequéncia mais elevada na Europa (0,30), seguido pela Africa
(0,21) e América Latina (0,18). Sendo assim, a frequéncia do alelo C determinada na coorte estudada (0,204) encontram-se dentro
do esperado. E, como foi descrito um atraso nas manifestagdes dos sintomas em pacientes com HD portadores do alelo C, estamos
avaliando se essa associacdo esta também presente na nossa populagéo.
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Evaluation of GAA repeat polymorphic region within human FXN gene
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FXN gene is located in the long arm of chromosome 9 and codes for frataxin, a mitochondrial protein. Although function of frataxin is
not fully understood, this protein plays a role in cellular iron homeostasis and at iron-sulfur clusters biogenesis that is required for
synthesis of enzymes from mitochondrial respiratory chain complexes. FXN gene contains a GAA repeat polymorphic region within
intron 1, and length of this tract varies from 7-34 GAA repeats in normal alleles. Expanded alleles might be from 70 to 1,000 or more
GAA repeats. A combination of two alleles with expanded GAA repeat regions causes Friedreich ataxia (FRDA), the most common of
neurodegenerative disorders of recessive trait, with an incidence of 1:30,000. Our aim was to determine the distribution of alleles
within a normal population and to apply triplet repeat primed-PCR (TP-PCR) in order to detect expanded alleles. DNA was isolated
from peripheral blood from two different groups: individuals with clinical suspicion of FRDA (n=60) and controls (n=62). Flanking
regions of GAA repeat were amplified by conventional PCR using a fluorescent labeled primer to detect normal alleles, and another
set of primers was designed for TP-PCR in order to detect mutant expanded alleles. Amplified products from both reactions were
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resolved by capillary electrophoresis and analyzed by GeneMapper® ID v3.2 software. Results include the detection of expansions in
both alleles in 10 individuals (16.67%) with clinical suspicion of FRDA that confirmed the diagnosis. One expanded allele and one
normal allele were found in a single case (1.67%), and this sample has to be further analyzed for other mutations in the gene. The
remaining 50 samples were shown to carry only alleles within the normal range. Among those 50, 12 (20.00%) were heteroallelic while
the remaining 37 (61.67%) were homoallelic. All alleles from 62 control individuals were placed within the expected range, being
43.55% (27/62) heteroallelic for the GAA tract. Therefore, we can conclude that the protocol allowed the establishment of allelic
distribution of normal alleles, and those ranging from 7-9 repeats were responsible for 76.23% (186/244). This data is similar to those
reported in other populations. In addition, the protocol was also able to successfully diagnose new patients with FRDA. Hence,
protocol presented here was already translated to the clinic (Financial support: PROBIC-FAPERGS, CNPq and FIPE-HCPA).
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Introducéo: Mananciais hidricos degradados alteram os sedimentos e reduzem a qualidade da agua superficial, prejudicando seus
usos, como abastecimento. Agentes genotoxicos séo depositados ao longo do tempo no sedimento, que pode servir como fonte de
poluentes para agua. A pureza da agua potavel depende da qualidade dos mananciais, pois contaminantes podem ser carreados até
o tratamento final. Objetivo: O estudo avaliou o potencial mutagénico em extratos organicos de sedimento e agua superficial, em
areas com captacao de dgua. Métodos: Os locais amostrados foram: Ta063 Bom Retiro do Sul; Ta032 Taquari; Ta011 Triunfo; Ta006
General Camara. A mutagénese foi avaliada pelo ensaio Salmonella/microssoma, método de microssuspensao, com linhagens que
detectam erro no quadro de leitura (TA98; TA97a) e substituicdo de pares de bases do DNA (TA100), auséncia e presenca de
ativacdo metabdlica (S9). Do sedimento, 0os compostos organicos (moderadamente polares) foram extraidos por ultrassom,
concentrados em rotavapor (40°C) e acondicionados a -20°C. As amostras de agua foram submetidas a extracdo para compostos
organicos em resinas XAD4, pH natural e &cido, com eluigho em metanol/diclorometano (compostos moderadamente
polares/apolares) e metanol/etiloacetato (compostos polares), respectivamente, e os eluatos concentrados em rotavapor. Resultados:
No sedimento, a mutagénese foi expressiva em TA100-S9, observada no ponto Ta032, (1987+285,4 rev/g) e TA97a+S9 nos pontos
Ta063 e Ta011 (25+12,9 rev/g e 16+6,2 rev/g respectivamente). Para a 4gua, resultados significativos foram encontrados no ponto
Ta063 647,1+81,8 rev/L (neutra) e 1065,6+27,2 rev/L (4cida); e Ta011 617,6+65 rev/L (neutra) e 566166 rev/L (acida). Conclusdes:
Os valores dos metais e HPAs foram baixos, ndo explicando a presenca da mutagénese observada em sedimentos. Também ndo
foram encontrados nitrocompostos quando utilizadas as linhagens sensiveis. Esta pequena contribuicdo dos grupos quimicos
analisados para explicar a poténcia mutagénica gerou preocupacao quanto a possivel mistura complexa de poluentes presentes nos
locais de captagdo de &gua potavel. Assim, a continuidade do diagndstico nestas areas permitira conclusées sobre a influéncia da
qualidade do manancial na pureza da &gua distribuida para a populagdo. Apoio PIBIC-CNPg/FEPAM; CAPES; CNPq 308272/2015-3.
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Testagem preditiva para doencas neurogenéticas: um fluxograma do perfil de quem segue com o exame
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Introducéo: Testes pré-sintomaticos (TP) detectam a presenga de genotipos que causardo no portador uma doenca no futuro. Nao ha
prevencgdo na maioria dos casos e poucos sujeitos os solicitam. Objetivos: Descrever o perfil dos sujeitos que buscaram o TP nos
ultimos 12 meses em nosso servico e compara-los com os atendidos entre 1999-2009[1], e 2010-2012[2]. Métodos: Pessoas em
risco de 50% para uma mutacdo conhecida e que buscaram TP em ambulatério especifico em 2018 foram estudadas. O TP foi
realizado conforme j& descrito [2]. NUmero de consultas, doenga em risco e dados demogréficos registrados eletronicamente foram
revisados. Resultados: 53 pessoas (36 mulheres, 69%) iniciaram TP em 2018: 37 estavam em risco para a ataxia espinocerebelar
tipo 3 (SCA3) (71%); 7, para Doenca de Huntington (13%); 2, para Distrofinopatia; 2, para Charcot-Marie Tooth tipo 1A; e uma
pessoa, para SCA1, SCA2, SCA6, SCAT7 e para heterozigose de Ataxia Telangectasia. A idade média foi de 35.5+12.5 anos; 45%
das pessoas eram casadas, 58% tinham filhos e 73% tinham escolaridade além de oito anos. Treze (24%) apresentaram
sintomatologia psiquiatrica de depressdo e/ou ansiedade ao longo dos atendimentos realizados; 6 estavam fazendo uso de
psicofarmacos. Apds as sessdes de AG, 25/53 individuos compareceram as sessfes de acompanhamento psicoldgico e 21/53 (40%)
optaram por realizar o exame. Discussdo: O nimero de pessoas que buscaram TPs estabilizou-se a partir de 2010. Foi de 184 entre
1999-2009 (18/ano) [1], 159 (79/ano) entre 2010-2012 [2] e 53 em 2018 (53/ano). A proporgéo dos que realizaram o TP variou entre
40 e 54% no intervalo, sugerindo que o AG e o acompanhamento psicoldgico ajudam os sujeitos a tomarem sua decisao de forma
mais refletida. O predominio de mulheres, a faixa etéria, a escolaridade elevada e a existéncia de filhos permanecem estaveis.
ManifestacBes depressivas parecem ter sido mais detectadas agora - 24% em 2018 versus 10% até 2009 -, o que merece melhor
averiguagdo. As motivacdes para a realizacdo do TP sdo variadas e devem ser analisadas de forma individual. Sendo o resultado do
TP, informagcéo sigilosa ndo é possivel divulgar dados referentes a prevaléncia das doengas nesta amostra. Follow-ups a longo prazo
permitira medir o impacto do TP na qualidade de vida dos envolvidos. Ref: [1] Rodrigues et al 2011, PMID: 21717286; [2] Schuler-
Faccini et al 2014, PMID 24764760
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Mutographs of cancer: descobrindo as causas do cancer através das mutacdes de diferentes ambientes e
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Introducéo: Mutographs of cancer é uma iniciativa internacional liderada pelo Wellcome Sanger Institute e o International Agency for
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