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Resumo

Introducgédo: A doenga de Huntington é uma doenga neurodegenerativa
autossbmica dominante causada pela expansdo de um segmento repetitivo CAG
no gene HTT. Caracteriza-se por transtornos do movimento, em especial coreia,
alteragdes comportamentais e declinio cognitivo. A doenga tem um curso
progressivo e inexoravel.

Objetivos: Este estudo tem os seguintes objetivos: (1) revisar de forma
sistematica os estudos sobre doencga de Huntington na América Latina; (2)
determinar a proporgao de casos brasileiros com fenétipo doenga de Huntington
que sao portadores da expanséo no gene HTT; (3) caracterizar as transmissoes
CAGexp na coorte HTT e determinar se idade do genitor esta associado a piora
das instabilidades; (4) descrever a progressao das manifestagdes neurolégicas,
IMC e concentracdes séricas de carnitina livre, valina, leucina e isoleucina durante
o periodo de seguimento; (5) definir se as progressdes desses candidatos a
biomarcadores acompanham a piora neuroldgica e podem superar a sensibilidade
da escala UHDRS na descri¢do da progressao da doenca.

Métodos: Realizamos uma revisao sistematica dos aspectos genéticos da
doenca de Huntington na América Latina. Em seguida recrutamos pacientes com
o fendtipo doenga de Huntington de varios centros do pais através da Rede
Neurogenética e avaliamos a proporg¢ao de diagndsticos confirmados. Nas
familias provenientes de nosso centro e dos hospitais Sdo Paulo (UNIFESP) e
Gaffrée e Guinle (UNIRIO), recrutamos individuos sintomaticos e em risco para
caracterizar as transmissdées CAGexp e avaliar fatores que determinam as
instabilidades. Nos mesmos centros que avaliamos as transmissoes,
selecionamos um grupo de individuos sintomaticos e em risco para determinar as
concentracdes séricas de carnitina livre, valina, leucina e isoleucina e as

correlacionar com variaveis de gravidade da doenca (IMC, escala UHDRS). O
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comportamento desses potenciais biomarcadores foi avaliado de forma
prospectiva em um grupo de individuos sintomaticos.

Resultados: Constatamos a escassez de estudos sobre aspectos moleculares da
doencga de Huntington na América Latina e Brasil. Das 104 familias com fenétipo
doenca de Huntington recrutadas em diversos centros do Brasil, 93 (89,4%)
apresentavam expansdo CAG no gene HTT,; 4 (3,8%) apresentam o diagndstico
de HDL-2 (Huntington’s disease-like 2); 1 (1%) apresentam expansdao CAG no
gene ATXN2 (SCA2); e 6 (5,8%) ficaram sem diagnéstico. Um numero substancial
de portadores foi recrutado e permitiu estimar a prevaléncia minima da doenca,
ao menos no Rio Grande do Sul. Além disso, trinta e duas transmissdes de
genitor para filho (13 paternas e 19 maternas) foram obtidas nessa coorte. As
transmissdes paternas foram mais instaveis do que as maternas (p=0.005, Mann-
Whitney). As transmissdes paternas foram mais frequentemente expansdes
(69,2% expansdes) e as maternas foram mais estaveis (57,9% estaveis)
(p=0,004, Fisher). Em 51 pares de irm&os incluidos, a idade do progenitor no
momento da concepg¢ao nao pareceu estar relacionada com aumento da
instabilidade do CAGexp.

Na avaliagdo dos potenciais biomarcadores, incluimos 116 individuos (74
sintomaticos, 20 portadores assintomaticos e 22 ndo portadores). No baseline, os
niveis (medianalintervalo interquartil) de valina estavam reduzidos tanto em
individuos sintomaticos (110 / 88,4-131) como nos portadores assintomaticos
(101,25 /79,6-123,5) em comparagao com nao portadores (123 / 98.65— 164.25)
(p=0.018 e p=0.042, Mann-Whitney). Nao houve diferenga entre os grupos nos
niveis de carnitina e isoleucina+leucina (ns, Kruskal-Wallis). Na avaliagéo de
seguimento em 43 individuos sintomaticos (mediana=1,08 anos), o escore motor
total da UHDRS aumentou 4,8 pontos (p = 0.001, GEE) e a escala funcional TFC
reduziu 0,89 pontos (p <0.0001, GEE). O IMC (p=0,52, GEE) e os niveis de valina
(p=0,43, GEE) permaneceram estaveis e os niveis de carnitina (p=0,039, GEE) e

isoleucina+leucina (p=0,037, GEE) aumentam durante o seguimento.
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Conclusao: Os resultados desses estudos conseguiram tragcar um perfil mais
acurado da doenga de Huntington no Brasil, tanto do ponto de vista
epidemioldgico quanto no comportamento das transmissdes CAG nas familias
identificadas. A progressao da doenga, medida pela UHDRS, foi semelhante a
observada em coortes do Hemisfério Norte. Além disso, verificamos que a
carnitina livre e os aminodacidos de cadeia ramificada n&o sédo bons

biomarcadores de progressao na doenga de Huntington.
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Abstract

Introduction: Huntington's disease is an autosomal dominant neurodegenerative
disease caused by an expansion of a repetitive CAG segment in the HTT gene.
Movement disorders (especially chorea), behavioral problems and cognitive
decline characterize the disease, which has an inexorable progression. Up to now,
there is no disease modifying treatment for Huntington's disease.
Objectives: This study aimed to address the following objectives: (1) review, in a
systematic manner, studies of Huntington's disease in Latin America; (2)
determine the proportion of cases with Huntington's disease phenotype that are
carriers of the expansion in the HTT gene; (3) characterize CAGexp transmissions
in the HTT cohort and determine a possible association of the age of the parent
with further instability of CAGexp; (4) describe the progression of neurological
manifestations, BMI and serum concentrations of free carnitine, valine, leucine and
isoleucine during a follow-up period; (5) determine whether changes in time of
these compounds are correlated with the simultaneous neurological worsening
and if they may overcome the sensitivity of the UHDRS scale in describing the
progression of the disease.
Methods: We performed a systematic review of the genetic aspects of
Huntington's disease in Latin America. We then recruit patients with the
Huntington's disease phenotype from various centers throughout the country
through the Rede Neurogenética and evaluate the proportion of confirmed
diagnoses. In families from our center and hospitals Sado Paulo (UNIFESP) and
Gaffrée and Guinle (UNIRIO), we recruit symptomatic and at-risk individuals to
characterize CAGexp transmissions and evaluate factors that determine
instabilities. In the same centers that evaluated the transmissions, we selected a
group of symptomatic and at-risk individuals to determine serum free carnitine,
valine, leucine, and isoleucine levels and to correlate them with disease severity
variables (BMI, UHDRS scale). The behavior of these potential biomarkers was
evaluated prospectively in a group of symptomatic individuals.
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Results: We found a lack of studies on genetic aspects of Huntington's disease in
Latin America and Brazil. Ninety-three (89.4%) out of 104 families with
Huntington's disease phenotype recruited in several centers in Brazil had CAG
expansion in the HTT gene; 4 (3.8%) had the diagnosis of HDL-2 (Huntington's
disease-like 2); 1 (1%) a CAG expansion in the ATXNZ2 gene (SCA2); and 6
(5.8%) remained undiagnosed. Two hundred and seventy-nine carriers were
included in our cohort, allowing to estimate the minimal prevalence of disease in
Rio Grande do Sul as 1.85/100,000. Thirty-two transmissions (13 paternal and 19
maternal) were obtained. Parental transmission was more unstable than maternal
transmission (p = 0.005, Mann-Whitney). Parental transmission most often
expanded (69.2%), and maternal was more often stable (57.9% stable) (p = 0.004,
Fisher). In 51 pairs of siblings included, age of the progenitor at conception did not
appear to be related to increased instability of CAGexp. A total of 116 individuals
(74 symptomatic, 20 asymptomatic carriers and 22 non-carriers) were included in
the biomarkers analysis. At baseline, valine (median / interquartile range) levels
were reduced in both symptomatic (110 / 88.4-131) and asymptomatic carriers
(101.25/79.6-123.5) when compared to non-carriers (123 / 98.65- 164.25) (p =
0.018, p = 0.042, Mann-Whitney). There was no difference between groups in their
levels of carnitine and isoleucine + leucine (ns, Kruskal-Wallis). In the follow-up
evaluation in 43 symptomatic individuals (median = 1.08 years), the total motor
score of the UHDRS increased by 4.8 points (p = 0.001, GEE) and the functional
TFC scale decreased 0.89 points (p <0.0001, GEE). BMI (p = 0.52, GEE) and
valine levels (p = 0.43, GEE) remained stable and levels of carnitine (p = 0.039,
GEE) and isoleucine + leucine (p=0.037, GEE) increased during follow-up.
Conclusion: The results of these studies drew a more accurate profile of
Huntington's disease in Brazil, since they generated both a minimal prevalence in
our region and the behavior of CAG transmissions in the Brazilian families.
Disease progression as measured by UHDRS was similar to the progression rate

observed in cohorts from the North Hemisphere. In addition, we have found that
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free carnitine and branched-chain amino acids are not suitable to be considered

good biomarkers of HD progression.
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Capitulo 1: Introducao
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1.1 Doencga de Huntington — perspectiva historica

A primeira descricdo detalhada das caracteristicas clinicas e hereditarias
da enfermidade que depois levaria seu nome deve-se ao médico George
Huntington. Em 15 de fevereiro de 1872, apresenta, diante da Academia de
Medicina de Middleport, Ohio, um relato de uma série de familias cujos individuos
apresentavam uma doencga caracterizada por coreia e deméncia progressivas e
com componente familiar muito marcado (Huntington, 1872). Ao longo do século
XIX e XX, a coreia de Huntington (como era entdo conhecida a doenga de
Huntington) foi objeto de estudo de diversos neurologistas, mas foi somente na
década de 70 do século passado que as investigacdes sobre a causa genética da
doenca se iniciaram de forma objetiva e a América Latina (AL) teve papel
fundamental nessa descoberta. Em meados dos anos 50, o médico venezuelano
Americo Negrette notou uma quantidade incomum de individuos com sintomas
sugestivos de coreia de Huntington e que viviam em comunidades isoladas ao
redor do Lago Maracaibo, Venezuela (Okun, et al., 2004). Essa concentragao
incomum de casos levou, apds o relato de um estudante de Negrette em simpdsio
realizado em Ohio em 1972 (Avila-Girén, 1973), a visitas regulares de
investigadores norte-americanos aquelas comunidades, patrocinadas pela
Hereditary Disease Foundation e lideradas pela pesquisadora Nancy Wexler.
Apesar de o objetivo inicial desse grupo de investigadores ter sido a descoberta
de possiveis homozigotos, o estudo macico de centenas de individuos
sintomaticos e em risco para doencga de Huntington (Huntington's disease - HD),
no Maracaibo, levou a descoberta do locus em 1983 (Gusella, et al., 1983) e do
gene em 1993 (Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993). Em
consequéncia, hoje sabemos que a HD é devida a expansao dominante de uma
sequéncia repetitiva de tripletos CAG (CAGexp) na matriz de leitura do HTT,
localizado no brago curto do cromossomo 4 (4p16.3), sendo esse 0 Unico gene

associado a HD (Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993).
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Desde a descoberta do locus, em 1983, a HD tem sido uma das doencas
genéticas mais estudadas do mundo. Aportes financeiros privados elevados
subsidiaram a formagdo de consorcios internacionais (COHORT, REGISTRY,
ENROLL-HD), com registros de milhares de sujeitos provenientes de paises
europeus, Estados Unidos, Canada e Australia (Huntington Study Group, et al.,
2012;0rth, et al., 2010;Enroll-HD). Esses grandes registros permitiram descrigdes
quantitativas da histéria natural (HN) da HD, cujos detalhes seréo revistos em
seguida. Também aceleraram a realizagdo de ensaios clinicos complexos, ainda
que nao de todo eficazes até o momento.

Embora o aporte de conhecimentos sobre a HD tenha sido extraordinario,
os estudos genéticos e clinicos realizados pelos consércios mencionados
focalizaram-se nas populacbes do hemisfério norte. Em contraste, o
conhecimento sobre a HD na AL e no Brasil € muito rudimentar. A HD é
subnotificada, ha poucos relatos de caso e quase nada se sabe sobre suas

caracteristicas genéticas e peculiaridades clinicas na AL e no Brasil.

1.2 Epidemiologia

A HD foi descrita em varias regides do mundo e em todos os continentes,
mas sua frequéncia € maior em populagdes com descendéncia europeia. Em
paises com predominio de populacdo de descendéncia europeia, a prevaléncia
varia entre 5-10/100.000 (Rawlins, et al., 2016). Em regides geograficas onde a
populacao majoritaria ndo tem descendéncia europeia, a prevaléncia € menor; em
paises africanos com predominio de populagao negra, a prevaléncia descrita varia
entre 0,1-1/100.000 (Hayden, et al., 1980;Scrimgeour, et al., 1992). Em paises
asiaticos, a prevaléncia da HD é ainda menor, 0,11-0,72/100.000 (Adachi, et al.,
1999;Chen, et al., 2010). A menor prevaléncia de HD em populag¢des africanas
negras pode eventualmente estar associada a falhas no recrutamento dos casos.

Em paises asiatico, como Japao e Taiwan, onde o0 acesso aos servigos de saudes
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€ amplo, a prevaléncia mais baixa provavelmente seja real (Rawlins, et al., 2016).
Buscam-se razdes para essas diferencas. A hipétese de um efeito fundador muito
antigo em europeus é de dificil sustentagéo, hoje em dia, ja que nao ha evidéncia
de um aldtipo unico, ancestral. Existem haplogrupos (ou reunides de haplétipos
semelhantes, mas sem uma sucessdo univoca temporal) com frequéncias
distintas entre europeus e asiaticos. Essa diferenca levou a hipotese de que o
haplogrupo A, mais encontrado em europeus, predisporia, por razbes ainda
desconhecidas, a maiores instabilidades da sequéncia CAG e, portanto, a taxas
de mutagdo maiores do que os demais haplogrupos. Isso poderia ser uma das
explicagbes para a diferengca de prevaléncias entre europeus e asiaticos (Warby,
et al., 2011). Um dado muito interessante e que pode ora ser visto como evidéncia
em favor da hipotese prévia, ora operar por si mesmo, € o fato de que os alelos
HTT normais apresentam tamanhos de repeticdes CAG menores entre sujeitos de
populacdes asiaticas do que entre os provenientes de populagcbes europeias
(Squitieri, et al., 1994). Pouco se sabe sobre a distribuicdo dos alelos normais
entre latino-americanos.

Como em outras doengas mendelianas, a doengca de Huntington esta
sujeita a concentragbes populacionais elevadas decorrentes de efeitos
fundadores. Na América Latina, a j4 mencionada regido ao redor do lago
Maracaibo na Venezuela e também a regido de Juan Acosta na Colédmbia sao
exemplos de isolados geograficos, nos quais até hoje convive a maioria dos
descendentes de um ancestral comum e portador de HD. No Maracaibo, por
exemplo, estima-se que a prevaléncia da HD seja de 700/100.000 (Avila-Giron,
1973). A excecdo das descricdes destes isolados geogréaficos, estudos de
frequéncia da HD na América Latina s&o raros. Paradisi et al 2008, por exemplo,
avaliaram a prevaléncia da HD no restante da populagdo venezuelana e
encontraram uma prevaléncia baixa, de 0,5/100.000 (Paradisi, et al., 2008).

A prevaléncia da HD parece estar aumentando em paises de origem
europeia nas ultimas décadas (Pringsheim, et al., 2012). Esse aumento pode ser
ilusério e se deve provavelmente a varios fatores confundidores: maior
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conhecimento sobre a doencga por parte dos médicos, facilidade no acesso ao
diagndstico molecular e aumento da longevidade em geral e da sobrevida da
doenca em particular. No entanto, ndo se descarta que forgcas evolutivas estejam
operando em favor de uma certa selecao positiva, ou de que as taxas de mutacao
de novo estejam aumentando por algum motivo, levando a um aumento

correspondente na incidéncia (Rawlins, et al., 2016).

1.3 Manifestacdes clinicas

A doenga de Huntington é uma enfermidade neurodegenerativa
autossdbmica dominante, caracterizada por uma constelacdo de sintomas
neuroldgicos, psiquiatricos e comportamentais. A idade de inicio € variavel e
depende em grande parte do numero de repeticbes CAG. Os individuos
portadores da mutagao podem tornar-se sintomaticos em qualquer idade, mas a
média varia entre 30-50 anos (Ross, et al., 2014).

A transicdo do periodo pré-sintomatico para o sintomatico é sutil; nesse
periodo o individuo apresenta sintomas neuropsiquiatricos e alteragdes discretas
da personalidade, da cognicdo e do controle motor (Paulsen, et al.,
2008;Martinez-Horta, et al., 2016). Com a progressédo da doenga, manifestagdes
cognitivas acentuam-se, como a perda de capacidade de julgamento. Inicialmente
a perda de memoria ndo € a habilidade cognitiva mais comprometida, mas com a
evolucdo uma sindrome demencial subcortical por fim estabelece-se. Depressao
e ansiedade sdo frequentes e a taxa de suicidio é elevada entre individuos com
HD. Um registro europeu de individuos com o diagnostico de HD estimou em
9,9% a incidéncia de suicidio em quatro anos (Hubers, et al., 2013). Individuos
portadores assintomaticos também apresentam risco aumentado de suicidio

comparado a populagao geral (Paulsen, et al., 2005).
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A coreia é a manifestacdo mais 6bvia e em geral é o que leva a suspeita
diagnodstica, apesar de ndo se correlacionar bem com a progressao da doenca
(Mahant, et al., 2003). As alteragdes no controle motor pioram com a progressao
e contribuem para a dependéncia do paciente. O controle oculomotor também
esta comprometido, sob a forma de sacadas lentas e hipométricas e problemas
de fixagao (Hicks, et al., 2008).

Nos individuos com inicio dos sintomas antes dos 20 anos de idade (cerca
de 5-10% dos casos), a coreia pode nao ser a manifestacdo motora mais ébvia e
sim, uma sindrome parkinsoniana rigido-acinética. Esse fendtipo € conhecido
como variante de Westphal (Siesling, et al., 1997). Finalmente, uma sindrome
demencial pura, ndo associada a manifestacbes motoras, pode ser a
manifestacdo Unica em individuos com idade de inicio acima de 60 anos. Estes
casos podem ser confundidos com outras deméncias neurodegenerativas mais ou
menos comuns (Lipe, et al., 2009).

Diversos achados nao neurolégicos foram descritos, como perda de peso,
atrofia da musculatura esquelética, alteracbes no sono e disfungdo autondmica
(Van Der Burg, et al., 2009).

Manifestagdes extra neuroldgicas - perda de peso

A perda de peso é uma das manifestagdes clinicas mais frequentes da HD.
A perda é progressiva e surge ja nos individuos portadores assintomaticos
(Djousse, et al., 2002). Um estudo mostrou perda de peso mais acelerada em
individuos com CAGexp mais longas (Aziz, et al., 2008). A causa da perda de
peso nos individuos portadores de HD ndo é clara, mas ndo parece estar
associada a baixa ingesta caldrica, ja que surge antes do periodo sintomatico da
doenga e mesmo nos individuos com ingesta caldrica elevada (Marder, et al.,
2000;Trejo, et al., 2004). Ela também n&o parece estar associada ao estado
hipercinético causado pela coreia, ja que se agrava nos estagios mais avangados
da doenga, quando a coreia ja € menos presente (Djousse, et al., 2002).
23



Assim, a perda de peso parece ser um evento independente das
manifestagdes neuroldgicas da HD, e sugere que a CAGexp no HTT produza
alteragdes no metabolismo energético dos portadores. A fisiopatologia da

disfungao energética na HD sera tema de sessdes a seguir.

1.4 Diagndstico diferencial

Até a descoberta do gene causador da doenga de Huntington em 1993
(Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993), o diagndstico era
realizado através da sindrome clinica caracteristica (coreia, alteragdes
comportamentais e cognitivas de carater progressivo) e uma histéria familiar
autossdmica dominante. Entretanto, a partir de 1993, a avaliacdo molecular das
familias diagnosticadas previamente com HD revelou duas situagbées imprevistas:
(1) individuos com CAGexp no HTT mas sem historia familiar; e (2) familias e
individuos com sindrome clinica caracteristica e histéria familiar autossémica
dominante, mas que nao apresentavam CAGexp no HTT (Andrew, et al., 1994).
Dessa forma, reconheceu-se que nem sempre a heranga dominante esta
presente na HD, e que outras doengas genéticas poderiam apresentar-se com o
fendtipo classicamente associado a HD.

As condi¢des genéticas que se apresentam com fendtipos semelhantes a
HD sé&o conhecidas de forma conjunta como Huntington’s disease-like syndromes
(HDLs) e perfazem um conjunto heterogéneo de doencas neurodegenerativas de
heranca tanto autossbmica recessiva como dominante. Como denominador
comum, as HDLs apresentam-se com deméncia, coreia e alteragdes
comportamentais. As caracteristicas clinicas adicionais (ataxia, parkinsonismo,
distonia, por exemplo), idade de inicio e etnia do paciente podem sugerir o
diagnodstico (Martino, et al.,, 2013). Entre as causas dominantes, incluem-se a
expansao patolégica no gene que codifica a proteina priénica (PRNP), condi¢gao

conhecida como HDL-1 (Moore, et al., 2001); a expansdao CTG no gene que
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codifica a proteina junctofilina-3 (conhecida como HDL-2) (Margolis, et al., 2001);
a expansao CAG no gene que codifica a proteina TATA box-binding (TBP), no
gene associado a ataxia espinocerebelar tipo 17 — SCA17 (conhecida com HDL-4)
(Toyoshima, et al., 2004). Expansdes CAG nos genes causadores das ataxias
espinocerebelares tipo 1 (SCA1), tipo 2 (SCA2), tipo 3 (SCA3), tipo 7 (SCA7) e
atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA) podem apresentar-se com fenétipo
HDL (Nagafuchi, et al., 1994;Wu, et al., 2004;Geschwind, et al., 1997;Pedroso, et
al., 2014;Schmitz-Hubsch, et al., 2008). Além disso, muta¢des no gene da cadeia
leve da ferritina (causa da Neuroferritinopatia, uma forma de neurodegeneration
with brain iron accumulation, NBIA) podem se apresentar com coreia e alteragao
cognitiva (Curtis, et al., 2001). Por fim, a Coreia-acantocitose (mutagdes
recessivas no gene VPS13A) e a sindrome de McLeod (doenga recessiva ligada
ao X, gene XK) podem se manifestar como sindrome coreica (Rampoldi, et al.,
2001;Walker, et al., 2007). Recentemente, a expansdao da sequéncia do
hexanucleotideo GGGGCC no C9orf72 revelou-se causa frequente de HDLs em
uma série de casos europeia, presente em 1,95% dos casos fendétipo HD
(Hensman Moss, et al., 2014).

Nas diversas séries de pacientes com fendétipo HDL nos quais a expansao
no HTT foi descartada, o diagndstico etiolégico foi determinado na minoria dos
casos (1-3%) (Wild, et al., 2008;Costa, et al., 2006;Stevanin, et al., 2003). A
excecdo até o momento seria a série de HDL de origem negra e da Africa do Sul,
onde o HDL-2 foi identificado em 30% dos casos (Krause, et al., 2015). Na
América Latina, séries de casos HDL foram estudados muito escassamente. Nas
duas séries de casos publicadas até o momento, o diagnéstico de HDL-2 foi o
mais frequente. Rodrigues et al 2011 estudaram 29 individuos com fendtipo
Huntington-like e encontraram 3 (10,3%) com HDL-2 e 2 (6,8%) com Coreia-
acantocitose (Rodrigues, et al., 2011). Paradisi et al 2013 avaliaram 16 individuos
com fendtipo Huntington-like na Venezuela e em 4 (25%) o diagndstico foi HDL-2
(Paradisi, et al., 2013). Como a HDL-2 foi descrita somente em individuos com
ancestralidade africana (Margolis, 2012), é possivel que, em populagdes latino-
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americanas, a HDL-2 seja o diagndstico mais frequente em individuos com

fendtipo HDL e que ndo apresentem CAGexp no HTT.

1.5 Escalas clinicas na doenga de Huntington

A escala UHDRS (Unified Huntington’s Disease Rating Scale) € o
instrumento de medida mais utilizado para acompanhar a evolucdo dos pacientes
com HD. E uma escala composta de quatro subdivisdes, cada uma dela com seu
préprio escore, ou seja, nao ha um escore total final para a escala, mas escores
totais para suas subescalas: a) escore motor, b) escore cognitivo, c) escore
comportamental e d) escore funcional (Huntington Study Group, 1996;Siesling, et
al., 1998) (Tabela 1). A UHDRS permite a avaliagdo dos portadores de HD em

quatro dominios descritos a seguir.

a) Avaliagdo motora
E calculada a partir do somatério de 31 itens relacionados a diversos
aspectos da funcdo motora. Em cada item ha cinco opgdes, variando de

0 a 4, sendo que 4 indica prejuizo maior.

b) Avaliacado cognitiva
Avaliada através de trés testes: fluéncia verbal fonolégica (FAS);
Symbol Digit Modalities Test, teste de Stroop. As respostas corretas de
cada teste sdo somadas e valores mais elevados correspondem a um

melhor desempenho.
c) Avaliagdo comportamental

Realizada através do produto da gravidade e frequéncia (de 0 a 4,

sendo 4 mais grave) em cada item de um questionario composto de

26



varias manifestagcdes neuropsiquiatricas. Escores maiores indicam mais

comprometimento.

Avaliacao funcional

Avaliada através de trés escalas. Cada escala possui um escore
diferente e ndo sado somados. 1) Functional Assessment. lista de 21
itens relacionados a atividades da vida diaria; no somatoério, um escore
maior indica menos incapacidade; 2) Independence Scale: escala com
dez itens (10 a 100) indicando maior dependéncia quanto menor o
escore; 3) Functional Capacity: Somatoério de cinco aspectos funcionais
(emprego, finangas, cuidados com a casa, atividade da vida diaria e
nivel de cuidado). Varia de 0-13 e quanto menor o escore, maior a

incapacidade.

Tabela 1. Estrutura resumida da UHDRS (Huntington Study Group, 1996)

Dimensao N° de itens Escores possiveis
Avaliagdo motora 31 0 (melhor) a 124 (pior)
Avaliagao cognitiva 5 0 (pior) > 300 (melhor)
Avaliagdo comportamental 16 0 (melhor) a 93 (pior)
Independence Scale 10 10 (pior) a 100 (melhor)
Avaliagao
Functional Assessment 25 0 (pior) a 25 melhor)
funcional
Total Functional Capacity 5 0 (pior) a 13 (melhor)

1.6 Histéria natural da doenga de Huntington
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A doenga de Huntington tem um curso lento e progressivo e pode ser
dividido em fases pré-sintomatica (também chamada de pré-manifesta) e
sintomatica. Durante o periodo pré-sintomatico, os portadores da CAGexp no HTT
sdo indistinguiveis de individuos nao portadores. Na medida em que as
alteragdes motoras, cognitivas e comportamentais aparecem, sua progressao €&
inexoravel (Paulsen, et al., 2008;Tabrizi, et al., 2012).

Como foi dito anteriormente, a partir da década de 90, grandes coortes
(algumas multicéntricas) de individuos HD comegaram a ser formadas e definiram
a histéria natural da doenca. O estudo COHORT (Cooperative Huntington’s
Observational Research Trial), por exemplo, seguiu 248 individuos pré-
sintomaticos e 1514 sintomaticos de 2006 a 2011 em centros dos Estados
Unidos, Canada e Australia. A progressao da doenga foi avaliada em subgrupo
dessa coorte (334 individuos): a escala Total Functional Capacity diminuiu 0,6
pontos por ano e o escore motor total aumentou 3 pontos por ano (Dorsey, et al.,
2013). O estudo REGISTRY, formado por centros de varios paises europeus,
organizado pela European Huntington’s Disease Network (EHDN), segue até o
momento quase 10.000 individuos sintomaticos e em risco (Orth, et al., 2010).
Uma amostra de 379 individuos sintomaticos foi acompanhada por ao menos 2
anos; nesses individuos, o escore motor total variou 4,7 pontos ao ano e Total

Functional Capacity reduziu 0,44 pontos anualmente (Meyer, et al., 2012).

CAP (CAG age product) score

A idade de inicio dos sintomas motores na HD é variavel, mas fortemente
dependente do numero de repeticdes CAGexp (Langbehn, et al., 2010); além
disso, também a progressao da doencga poderia ser influenciada pelo CAGexp.
Como uma forma de estimar a progressdo da patologia HD em fungdo da
CAGexp e do tempo que a pessoa € exposta aos efeitos da expansao, Penney et
al 1997 propuseram a férmula: Idade atual x (CAG x Constante). Os autores
mostraram que esse indice foi um bom preditor da patologia estriatal em
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pacientes HD na autdpsia (Penney, et al., 1997). Ross et al 2014 sugeriram
pequena mudanca na férmula e denominaram a resultante de CAP score (de
“CAG age product”) (Ross, et al., 2014). Diversas modificagcbes desse indice
foram criadas e utilizados como critério de entrada em coortes (Paulsen, et al.,
2008;Tabrizi, et al., 2009). Na medida em que os CAP scores passaram a ser
utilizados em estudos de HN, no entanto, as evidéncias obtidas apontaram para
um efeito menor da CAGexp sobre a velocidade de progressdo da doenga
(Rosenbilatt, et al., 2012).

1.7 Biomarcadores na doenga de Huntington

Biomarcadores sao marcadores de um processo biolégico subjacente, seja
a presenca de determinada doenca (trait biomarker), a progressdao da doenca
(state biomarker) ou a resposta a um tratamento (pharmacological biomarker)
(Andre, et al., 2014). A doenga de Huntington tem seu frait biomarker na prépria
CAGexp no HTT, uma vez que esta € a unica mutacdo causal até hoje
identificada e que pode ser facilmente identificada em laboratérios de biologia
molecular. Em contraste, ainda ha pouca evidéncia que constitua, com segurancga,
variaveis em biomarcadores de gravidade e de resposta a tratamento na HD. A
escala UHDRS tem sido usada como o marcador gold-standard de gravidade da
HD, por sua associagao direta com os achados clinicos e com as incapacidades
sofridas, e pelo acumulo de conhecimento a respeito da progressdo de seus
escores no tempo. Porém, como a doencga progride lentamente, especialmente
nas fases iniciais, a sensibilidade dessa escala nio sera suficiente para ser usada
em ensaios clinicos (EC) de duragdo e tamanho usuais. ECs que utilizem a
UHDRS como desfecho primario necessitardo de um numero elevado de
participantes e ou de uma longa duragao das observagdes. Em vista da raridade
da HD, serdo pouco factiveis (Dorsey, et al., 2013). Por isso, a busca por

biomarcadores de gravidade e de resposta a tratamento na HD tem sido intensa
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na ultima década e tem recebido incentivos financeiros vultosos, especialmente
em grandes coortes multicéntricas. Os estudos PREDICT-HD e TRACK-HD, por
exemplo, identificaram varios potenciais biomarcadores de imagem e clinicos nas
fases prodrémicas e iniciais da HD (Paulsen, et al., 2014;Tabrizi, et al., 2013).
Resta saber se sao factiveis e se se confirmam em coortes de origens étnicas

diversas das originais.

1.8 Alteragbes no metabolismo energético na doenga de Huntington.

A HD é uma doencga autossébmica dominante e, como revisaremos a seguir
(tem 1.9), seu mecanismo patogénico mais aceito envolve o ganho de fungao
téxica devido a presenga da uma poliglutamina na proteina huntingtina (Shao, et
al., 2007;Tobin, et al., 2000). Um dos mecanismos patogénicos que levam a
neurodegeneracdo e as manifestagdes clinicas € o comprometimento no
metabolismo energético (Browne, 2008). A disfuncdo energética observada esta
intimamente relacionada a disfuncdo mitocondrial e ao estresse oxidativo causado
pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio (Stack, et al., 2008).

A observacgao da perda de peso que os individuos portadores da CAGexp
apresentam sugere a presenga de um estado pré-catabdlico, ja que surge mesmo
antes do aparecimento dos sintomas neurolégicos (Djousse, et al., 2002;Sanberg,
et al., 1981;Pratley, et al., 2000). Essa tendéncia a caquexia, que surge sutilmente
em portadores assintomaticos e vai se agravando com a progressao da doenga,
nao parece estar relacionada a presencga de coreia, ou seja, de um aumento no
consumo energético (Djousse, et al.,, 2002;Robbins, et al., 2006). Tampouco
parece ser explicada por uma eventual anorexia, ja que os portadores consomem
mais calorias do que os nao portadores (Trejo, et al., 2004;Mochel, et al., 2007).
Além disso, a perda de peso parece correlacionar-se com o tamanho da
expansao CAG (Aziz, et al., 2008).
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O comprometimento do metabolismo energético na doenga também € visto
através das evidéncias de redugdo do metabolismo da glicose cerebral em
individuos sintomaticos (Kuwert, et al., 1990;Feigin, et al., 2001); da geragao
reduzida de ATP na musculatura dos individuos sintomaticos (Lodi, et al., 2000) e
assintomaticos (Saft, et al., 2005); e da disfungédo de alguns componentes do ciclo

do acido tricarboxilico em estudos pés-morte (Browne, et al., 1997).

1.9 Carnitina e aminoacidos cadeia ramificada (AACR) na doenga de Huntington

Os aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) valina, leucina e isoleucina
sdao aminoacidos essenciais obtidos exclusivamente pela dieta. Participam da
sintese proteica (no musculo em particular) e regulam vaérias etapas do
metabolismo intermediario, especialmente através da via do mTOR (Zhang, et al.,
2017). Cerca de 20% do metabolismo dos AACRs ocorre no cérebro (Suryawan,
et al., 1998). Potenciais associagdes entre os AACRs e a HD foram investigadas
desde a década de 60 (Perry, et al., 1969;Phillipson, et al., 1977). Como as
técnicas de detecgdo de aminoacidos ao longo das ultimas décadas foram
aperfeicoadas de forma significativa, os estudos iniciais sdo pouco comparaveis
com aos mais recentes (tabela 2). Além disso, como aqueles estudos
dependeram de diagndsticos de HD exclusivamente clinicos (o HTT viria a ser
descoberto apenas em 1993), a possibilidade de inclusdo de doengas cujas
caracteristicas sdo semelhantes a doenga de Huntington (Huntington's disease-
like 1, Huntington's disease-like 2, Huntington's disease-like 4, ataxia
espinocerebelar tipo 17, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana — DRPLA), apesar de
pequena, existe e poderia ter confundido os resultados. Em geral, esses primeiros
estudos mostraram uma reducado dos niveis plasmaticos dos AACRs, apesar de
algumas inconsisténcias entre eles. Niveis reduzidos de valina foram vistos por
alguns (Perry, et al., 1969;Phillipson, et al., 1977;Perry, et al., 1972;0epen, et al.,
1982), mas né&o por outros (Watt, et al., 1978;Reilmann, et al., 1995). Os niveis de

isoleucina estavam reduzidos em todos e os de leucina em quase todos esses
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estudos. Em comum, esses estudos iniciais incluiram pacientes HD em estagios
mais graves da doenga, muitos deles institucionalizados (tabela 2). A partir da
descoberta do HTT em 1993 (Huntington's Disease Collaborative Research
Group, 1993), observagdes puderam incluir ndo somente pacientes com
diagnodstico de HD mas também portadores assintomaticos. Underwood et al 2006
avaliaram 30 individuos portadores da expansao CAG (10 assintomaticos) e
verificaram reducao dos niveis de valina, leucina+isoleucina nesses individuos,
porém sem diferenga em relagao ao status sintomatico (Underwood, et al., 2006).
Resultado semelhante encontraram Mochel et al 2007, avaliando 32 portadores
(15 assintomaticos): houve reducgao de todos os AACRs em portadores, mas sem
diferenca entre assintomaticos e sintomaticos (Mochel, et al., 2007). O mesmo
grupo avaliou um numero maior de individuos sintomaticos (70) e ndo encontrou
correlacao dos AACRs e escalas de gravidade, medida pela UHDRS (Mochel, et
al., 2011). Gruber et al 2013, de forma semelhante, ndo encontraram correlagao
dos niveis de AACRs com as subescalas da UHDRS, apesar de que os niveis de
leucina estavam reduzidos em relagdo aos controles (Gruber, et al., 2013). Mais
recentemente, Cheng et al 2016, apesar de encontrarem redugao dos AACRs em
portadores sintomaticos, n&o identificaram correlagdo com escalas de gravidade
(UHDRS) ou diferenca do grupo portador assintomatico e controles (Cheng, et al.,
2016). Mastrokolias et al 2016 também nao encontraram diferenga entre os
grupos (portador sintomatico, assintomatico e controle) ou correlagdo com escalas
de gravidade (UHDRS) (Mastrokolias, et al., 2016) (ver tabela 2). Por fim,
Nambron et al 2016, ndo encontraram alteracbes nos AACRs em individuos
assintomaticos e sintomaticos em comparagao com controles (Nambron, et al.,
2016).

As carnitinas sdo moléculas que participam do metabolismo intermediario,

tem papel importante no transporte transmembrana de acidos graxos e
consequentemente na facilitagdo da beta-oxidacdo e produgao de ATP. A maior
parte da carnitina € obtida da dieta, especialmente da carne vermelha e do leite
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(Walter, 1996). O perfil da carnitinas na doenca de Huntington foi estudado de
forma mais escassa. Cuturic et al 2013 avaliaram os niveis séricos de varias
carnitinas em 23 pacientes HD institucionalizados e encontraram niveis reduzidos
de carnitina total, livre e acilcarnitina em 26% (6/23) dos pacientes. Os autores
ainda realizaram a reposicao oral da carnitina de forma aberta nos pacientes com
deficiéncia e perceberam melhora comportamental nos pacientes, apesar de o
efeito ser temporario (Cuturic, et al., 2013). Mastrokolias et al 2016 avaliaram sete
carnitinas, dentro de um painel metabolédmico amplo, em individuos portadores
assintomaticos, sintomaticos e controles e ndo encontraram diferenga entre os

grupos (Mastrokolias, et al., 2016).
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Tabela 2. Estudos que avaliaram os AACRs e carnitinas em individuos portadores da expansao CAG no gene HTT

Carnitinas
Rortadgr_es Po_rtadOfels Nao Gravidade dos Desenho Substancias Tipo de Método
sintomético | assintomatico . . Resultados
s s portadores pacientes HD do estudo estudadas amostra laboratorial
(Cuturic, et al., institucionalizado Carn_ltlna total, ~ . 6 (26%) tinham niveis baixo de
23 - - Transversal livre e Soro Nao descrito o
2013) s . o todas as formas de carnitina.
acilcarnitina
- graves (TFC < 7 carnitinas, Espectrometr
(Mastrokolias, 5)? valina, Plasma -SP .
68 29 36 ~ Transversal . : ia de massa Sem diferenca entre grupos.
et al., 2016) - ndo graves isoleucina e em tandem
(TCF entre 7-13) leucina °
Aminoacidos de Cadeia Ramificada (valina, leucina e isoleucina)
(Perry, et al 10/19 Valina, Plasma Cromatografi Niveis plasmaticos reduzidos de
Y, " 19° - 20 institucionalizado | Transversal isoleucina e ] a com troca todos os AACRSs; niveis liquoéricos
1969) S e liquor . ; . ;
S leucina ibnica reduzidos de valina e leucina.
19/31 Valina, Cromatografi vae.'s de todos oS AACRs
(Perry, et al., c e T . , . reduzidos em pacientes. Nos
31 31 28 institucionalizado | Transversal isoleucina e Plasma a com troca N .
1972) . d a individuos em risco, semelhante
s leucina idnica
ao grupo controle.
- Valina, Cromatografi ~ L
(Phillipson, et 8° - 8 Nao especificado | Transversal isoleucina e Plasma a com troca Redugao dos niveis de todos os
al., 1977) leucina | . AACRs.
eucina idnica
T . Valina, Cromatografi Niveis reduzidos de leucina e
(Watt, et al., 9¢ 9 Institucionalizado T | isoleuci P| isoleuci Niveis d i -
1978) - S ransversa isoleucina e asma acom troca isoleucina. Niveis de valina n&o
leucina ibnica foram diferentes do grupo controle.
(Oepen, et al., 12° ge 16 N&o especificado | Transversal _ Valln_a, Liquor Cromatografi Redugap de todos os AAQR_S ’tanto
1982) isoleucina e a com troca | nos pacientes como nos individuos
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leucina °

ibnica em risco.
(Reilmann, et Valina, Niveis de isoleucina reduzidos.
al 1995’) 16 ¢ - 21 Nao especificado | Transversal isoleucina e Plasma HPLC Valina e leucina semelhantes ao
" leucina ° grupo controle.
UHDRS ° Total Valina, Espectrometr Niveis de tpdos 0s AACRs
(Underwood, 20 10 20 M . . Sangue | - estavam reduzidos nos portadores
otor Score entre | Transversal isoleucina e ia de massa . . e
et al., 2006) T total (sem diferenga entre sintomaticos
11e70 leucina em tandem . a
e assintomaticos).
1H NMR
spectroscopy Niveis de todos os AACRs
a Valina, e estavam reduzidos em pacientes
(Moczh(ga(l),ﬁt al., 17 15 21 TFC 1e:;1tre 8e Transversal isoleucina e Plasma | cromatografia HD, mas nao em portadores
' leucina " por troca assintomaticos, quando
ibnica comparado com controles.
1H NMR
Pacientes em spectroscopy Niveis dos AACRs reduzidos em
(Mochel, et al . estaqios leves Valina, e pacientes e niveis de leucina
’ v 70 16 21! g ' Transversal isoleucina e Plasma | cromatografia reduzidos em portadores
2011) moderados e : : ai
leucina por troca assintomaticos, quando
graves da doenga n
ibnica comparado com controles.
Os AACRs néo se correlacionaram
(Gruber, et al Individuos em Valina, HPLC | com escalas de gravidade
201’3) " 24 6 29 todos os estagios | Transversal isoleucina e Plasma (UHDRS), embora os niveis de
da doenga leucina ° leucina estarem reduzidos em
pacientes HD.
Niveis de valina e isoleucina
Espectrometr : )
(Cheng, et al . ; - ia de massa reduzidos em pacientes
' v 29 8 47 Média TFC=9,86 | Transversal | 40 acilcarnitinas | Plasma comparado com controles. Nao
2016) em tandem

houve correlagdo com UHDRS.
Em portadores assintomaticos
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iguais aos controles.

- graves gTFC < 7 carnitinas, Espectrometr
(Mastrokolias, 68 29 36 ~ %) Transversal . valln_a, Plasma la de massa Sem diferenga entre grupos.
et al., 2016) - nao graves isoleucina e em tandem
(TFC entre 7-13) leucina °
HPLC e
(Nambron, et . . VaIin_a, Plasma cromatografia .
al 2016) 13 14 15 Média TFC=8 Transversal |soIeu_C|na e por troca Sem diferenga entre grupos.
v leucina d ibnica

® Total Functional Capacity: escala de funcionalidade da HD. Varia entre 0-13; °dentro de uma painel metabdlico extenso; °diagndstico clinico e pela

historia familiar; painel com diversos aminoécidos; ° individuos em risco de desenvolver HD; "além de outros aminoacidos, acidos graxos nao

esterificados, glicemia e insulina; °subescala da UHDRS que mede os sinais motores da HD, varia entre 0 a 124; h avaliagao extensa, incluindo

diversos aminoacidos, IGF1, interleucinas, fungdo enddcrina, grelina, leptina e acilcarnitina; "mesmo grupo controle de Mochel, et al., 2007; J'High

Performance Liquid Chromatography
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1.10 Aspectos genéticos

A sequéncia repetitiva CAG no gene HTT

Como dissemos anteriormente, a doenga de Huntington é causada pela
expansao de uma sequéncia repetitiva do trinucleotideo CAG no éxon 1 do gene
HTT, sendo esse 0 unico gene associado a HD (Huntington's Disease
Collaborative Research Group, 1993). Individuos normais apresentam alelos com
sequéncias CAG entre 10 e 35 repetigcdes, enquanto os afetados apresentam
alelos com mais de 36 repeticbes (Kremer, et al., 1994) (tabela 3). Como a HD
tem heranca autossémica dominante, basta a presenca de um alelo com CAGexp
para a doenga manifestar-se. Além disso, o alelo menor (expandido ou ndo) nao
parece ter influéncia na idade de inicio ou progressdo da doenga (Lee, et al.,
2012). Isso significa que os individuos com dois alelos expandidos (mutagao
bialélica ou homozigoto) ndo se diferenciam significativamente dos individuos
heterozigotos com relagéo a idade de inicio, o que sugere que a presenca de um
alelo expandido é suficiente para determinar os mecanismos patogénicos que
levam ao surgimento dos sintomas motores (Lee, et al., 2012).

O numero de repeticobes no CAGexp e a idade de inicio dos sintomas
(assim como em outras poliglutaminopatias) estdo inversamente relacionados; ou
seja, repeticdes maiores determinam idades de inicio mais precoces (Duyao, et
al., 1993;Stine, et al., 1993). O tamanho da CAGexp € responsavel por cerca de
60% da variacédo na idade de inicio, sendo o restante relacionado aos hipotéticos
efeitos de genes modificadores e do ambiente (Wexler, et al., 2004;Rosenblatt, et
al., 2001).

A CAGexp introduz um segmento expandido de glutaminas (poliglutamina
ou poliQ) préximo a extremidade 5 da proteina huntingtina. O mecanismo
patogénico mais aceito envolve o ganho de fungéo toxica devido a presenca da

uma poliglutamina na proteina huntingtina (Shao, et al., 2007;Tobin, et al., 2000).
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A inclusdo do segmento de poliglutamina expandido (poliQ) na extremidade N-
terminal leva a alteragdes de sua conformacéao (especialmente estruturas p-sheet)
e posterior incapacidade de degradacgao pelos sistemas ubiquitina-proteassoma e
da autofagia. Essa incapacidade de degradagdao da huntingtina ma formada
resulta tanto em seu acumulo (identificado sob a forma de inclusdes
citoplasmaticas e nucleares) com em uma cascata de eventos patogénicos
relacionados a varios processos celulares e moleculares, como excitotoxicidade,
alteracdo na transcricido e sinalizacao intracelular e alteragbes no metabolismo

energético (Ross, et al., 2011).

Tabela 3. Tipos de alelos possiveis no gene HTT e sua relagdo com a doenga de

Huntington.
_ N° de Risco para o Risco de
Tipo de Alelo _
repeticdes portador expansao
Normais <26 Nao Nao
Intermediarios 27-35 Nao Sim
Penetrancia
Penetrancia incompleta 36-39 . Sim
incompleta
Penetrancia
Penetrancia completa >40 Sim
completa

O surgimento, instabilidade e manutencéo da sequéncia repetitiva CAG

Mesmo antes da descoberta do gene causador da HD em 1993, conhecia-
se o fendbmeno da antecipacdo, ou seja, nas geragdes subsequentes a idade de
inicio se reduzia progressivamente (Myers, et al., 1982). A explicagdo mais
prevalente residia nos vieses de observagdo. Apos 1993, demonstrou-se que
esse fendmeno estava associado ao um aumento subsequente da CAGexp na

prole, especialmente quando o progenitor era do sexo masculino (Kremer, et al.,
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1995). A instabilidade da CAGexp ao atravessar meioses foi observada em varias
coortes HD, tanto no sentido das contragdes como, e mais frequentemente, no
sentido de maiores expansdes. Na América Latina, as transmissdes CAGexp
foram descritas de forma mais extensa no isolado geografico de Maracaibo.
Wheeler et al 2007, estudando 495 transmissdes (311 maternas e 184 paternas)
verificaram tendéncia tanto a instabilidade (82% nas paternas e 69% nas
maternas) quanto a expansdes (65% nas paternas e 34,5% nas maternas)
(Wheeler, et al., 2007). Dessa forma, intuiu-se que haveria uma tendéncia a
expansao progressiva da CAGexp e a geragao de individuos com idades de inicio
progressivamente menores, com redugao de seu fitness e eventual suspensao de
sua descendéncia. Isso levaria por fim a uma redugdo da incidéncia e da
prevaléncia da doenca na populacéo. Entretanto, fenbmeno contrario parece estar
ocorrendo; existe a sugestdo de um aumento da prevaléncia da HD em paises
com predominio de populagédo de descendéncia europeia em alguns (Rawlins, et
al., 2016) mas nao em todos os estudos de frequéncia (Wexler, et al., 2016).
Como ja discutimos, varios fatores podem operar como confundidores e sugerir
mudancas de frequéncia que talvez nao estejam presentes, como a
disponibilidade maior da testagem molecular e maior identificagdo de individuos
sem historia familiar e em idosos, e a expectativa de vida maior da populacdo em
geral e nos pacientes HD em particular (Rawlins, et al., 2016). De toda sorte, a
frequéncia da HD parece estar pelo menos estavel ao longo do tempo,
contrariando as expectativas de uma reducdao de seu fithess associadas a
antecipagdao. Essa manutencdo da HD na populacdo também poderia ser
explicada pela manutencdo de um pool de individuos com alelos de penetrancia
reduzida (36 a 39 repeticdes) e alelos intermediarios grandes (27-35 repeticdes),
0 que explicaria o surgimento de casos de novo (Myers, et al., 1993). Em resumo,
as forcas seletivas ou estocasticas subjacentes as tendéncias populacionais

permanecem pouco compreendidas, no caso da HD.
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Capitulo 2. Justificativas, hipéteses e objetivos

A HD é uma das doencgas genéticas mais estudadas do mundo, tendo
recebido aportes financeiros privados elevados e a formacdo de consércios
internacionais. O fragil conhecimento da doenca no Brasil e na AL contrasta com
o cenario do hemisfério norte.

A HD tem a dimensao individual, que sua carga neuroldgica e de inicio
tardio, e a dimensao da genética formal, que envolve a sua manutengao no pool
populacional. Enquanto a fisiopatologia da primeira se da no cenario do neurénio,
0s mecanismos celulares da segunda podem envolver multiplos tecidos e fases
celulares precoces na vida do sujeito que resultem em vantagens seletivas.

Os estudos sobre a dimensao populacional tém sido relativamente
reduzidos e ainda assim partem de dois ou trés grupos multinacionais
importantes. Esses grupos focaram na investigacdo dos haplétipos ancestrais
para explicar a manutencao da HD entre europeus. O estudo dos aspectos da
transmissao do CAGexp foi menor e aparentemente "negligenciado", resultando
em ambiguidades na literatura a respeito desse tema.

O fendtipo HD é principalmente causado pela CAGexp no HTT, nas
populagdes bem estudadas (Europa e EUA). HD-likes tém se somado, no entanto,
e um dos HD-likes, o HDL2, tem origem africana, o que levanta a hipétese de
frequéncias diferenciais dessas doencas, nas diferentes populacoes.

Os consorcios internacionais (COHORT, REGISTRY) praticamente ja
liquidaram as duvidas sobre a HN (a progressao da doenga) da HTT e hoje em
dia focam em duas questdes a respeito de suas manifestagdes neuroldgicas
tardias: na descoberta de biomarcadores e em tratamentos modificadores de
doenca. Nesse cenario, é bastante dificil alcangar originalidade universal a partir
de estudos feitos em coortes HTT iniciais na AL. Mesmo assim, tentamos
identificar "vazios de conhecimento" sobre a HD onde tivéssemos alguma

expertise.

40



Assim, o presente estudo se justifica pela escassez de conhecimento da
HD no Brasil e na América Latina, tanto de sua prevaléncia quanto de suas
caracteristicas genéticas, como perfil de transmissao intergeracional do alelo
CAGexp. Além disso, persistem duvidas sobre a transmissdao CAGexp e sua
relacdo com a persisténcia da doenca na populacdo. Por fim, a auséncia de
biomarcadores no sangue periférico que possam ser sensiveis a progressao da
doenca ou a resposta terapéutica faz com que seu estudo seja de importancia no

contexto de possiveis drogas modificadoras do curso da doenca.

As hipdteses da presente tese podem ser resumidas da seguinte forma:

e as mutacgdes no gene HTT seriam a principal causa do fenétipo doenca de
Huntington no Brasil;

e as instabilidades do CAGexp ao atravessar meioses aconteceriam tanto no
sentido de expansbes como no de contragdes, em iguais proporgdes, na
nossa populagdo. As contragdes poderiam permitir a geragao de sujeitos
assintomaticos e bem adaptados, ainda que heterozigotos, tornando-os um
“reservatorio” da mutagao na populagao geral,

e as meioses estariam associadas a maiores instabilidades do CAGexp nos
gametas, na medida em que o individuo envelhece;

e a carnitina livre e os aminoacidos de cadeia ramificada valina, leucina e
isoleucina teriam padrdes diferentes entre individuos com a CAGexp no
HTT e controles, e acompanhariam a progressao da doencga, podendo ser

candidatos a biomarcadores de progressao.

Com essas hipoteses, os objetivos do presente estudo foram inicialmente:
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e revisar o estado da arte sobre a doenga de Huntington na América Latina,
usando como ferramenta a revisao sistematica, para definir o que se sabe
sobre a HD no nosso continente e nos nossos grupos populacionais;

e determinar qual a proporcao de casos com fenétipo doenga de Huntington

€ de fato portadora de expansdes no gene HTT.

Apos definirmos que as mutacbes no HTT representam uma proporcao
substancial dos casos, foram também objetivos da presente tese estudar

aspectos individuais e de transmissao CAGexp, ao:

e definir se as transmissdes CAGexp obtidas da coorte HTT produzem prole
com tamanhos de CAGexp estavel ou instavel, estimando a frequéncia de
expansoes e contracdes no CAGexp;

e estimar se a idade do genitor esta associada a piora das instabilidades
observadas na prole;

e descrever as manifestagdes neuroldgicas dos portadores HTT sintomaticos
brasileiros, bem como a progressao das mesmas em um ano, através da
escala UHDRS;

e descrever o IMC e sua progressdo em um ano, nos portadores HTT
sintomaticos brasileiros;

e descrever as concentragcdes séricas da carnitina livre, valina, leucina e
isoleucina, e suas progressbes em um ano, nos portadores HTT
sintomaticos brasileiros;

e definir se as progressdes desses candidatos a biomarcadores
acompanham a piora neurolégica e podem superar a sensibilidade da

escala UHDRS na descricdo da progressao da doenca.
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Capitulo 3. Genetic aspects of Huntington’s disease in Latin
America. A Systematic Review

Artigo publicado no periddico Clinical Genetics (fator de impacto 3,892), margo de

2016, vol. 89(3), pg 295-303.
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Capitulo 4. Huntington disease and Huntington disease-like in a
case series from Brazil

Artigo publicado no periddico Clinical Genetics, outubro de 2014, vol 86(4), pg
373-3
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Capitulo 5. Minimal prevalence of Huntington disease in Brazil
and instability of the CAG expanded tract transmissions

Manuscrito a ser submetido.
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Abstract

Background: Huntington's disease (HD) is due dominant expansions of a
repetitive CAG segment (CAGexp) at HTT. CAGexp instabilities during meiosis
might impact the frequency of this disorder. Aims: to describe the HD minimal
prevalence and the intergenerational instability of the CAGexp in Brazil. Methods:
Between 2013 and 2016, symptomatic and at risk subjects from families with a
molecular diagnosis were invited to participate. Clinical and molecular data, and a
complete family history were obtained. Differences between the CAGexp length of
parent and child (delta-CAGexp) were calculated. The effect of age of parent on
transmission instability was also inferred by correlating the delta CAGexp between
siblings to their age differences. Results: 179 Brazilian families were ascertained.
The best covered state was Rio Grande do Sul, where minimal prevalence was
1.85:100,000 inhabitants. Clinical and molecular data were extracted from 253
Brazilian carriers (213 symptomatic). Intermediate and reduced-penetrance alleles
were found in 21/384 normal (5.5%) and 4/253 expanded (1.6%) chromosomes. In
32 direct transmissions, most to asymptomatic children, median instability was
zero but was larger among paternal than maternal transmissions (p=0.005, M-W).
In direct transmissions and in 51 pairs of siblings studied, parental age at the time
of child birth were not correlated with delta-CAGexp. Conclusions: HD
prevalence in South Brazil was lower than those found in European populations.
CAGexp transmissions were very unstable; further expansions in paternal and

contractions in maternal transmissions were not associated to parental age.
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1. INTRODUCTION

Huntington disease (HD) is an adult-onset, autosomal dominant
neurodegenerative disorder characterized by chorea and other motor impairments,
behavioral disturbances, and dementia. HD carriers are usually severely
handicapped after some years of disease onset (1). HD is caused by an expanded
CAG tract of 36 or more repeats (CAGexp) at HTT that leads to a polyglutamine
(polyQ) tract at the transcribed protein named huntingtin (2, 3). As in other polyQ
diseases, an inverse correlation between the CAGexp and the age at onset (AO)
is observed. The expanded allele is unstable upon cellular divisions, which brings
variability to phenotypical expression and penetrance (4, 5).

Instabilities of the CAGexp during meiosis occur and might explain, at least
in part, some clinical phenomena associated with HD: anticipation, on one hand —
related to further expansions of CAGexp -, and non-penetrance and lack of family
history, on the other - occurrences sometimes explained by contractions in past
generations (6-8). Male transmissions are more unstable, contracted less and
expanded more frequently than female transmissions in the cohorts studied so far;
reasons are still unknown (9, 10). Considering that our timeframe as researchers
favor pairing more severe offspring with less severe parents and not the opposite,
the potential effect of an observation bias cannot be completely avoided (11, 12).
This bias is boosted if offspring recruitment is not balanced, including preferentially
symptomatic children.

Studies on the intergenerational transmissions of the CAGexp included
predominantly North American and European HD families (7-9, 13-15). In contrast,
the most studied HD group has a Latin American origin: the HD cohort of
Maracaibo, Venezuela. Since this group probably shares a common ancestor (16),
its characteristics may not be generalizable to HD individuals with other origins. In
any case, controversial findings on the effect of age of the affected parent (9, 17)

over CAGexp transmission were obtained on Maracaibo cohort.
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Knowledge about HD in all other Latin American populations and families is
very scarce. For instance, prevalence rates are lacking in most regions of the
continent. Therefore, our aim was to describe the minimal prevalence of HD in
Brazil and to study if the intergenerational instability of the CAGexp transmitted is
different than those studied elsewhere, pointing to a population stratification

related to environment or genetic factors.

2. METHODS

Symptomatic HD individuals with a molecular diagnosis performed in our
institution, as well as their caregivers, were contacted from September, 2013 to
December, 2016. They and their relatives at 50% and at 25% risk of developing
HD were invited to participate in this study. At risk relatives who were not prior
tested agreed to not receive laboratory results associated to this research; those
who decided to perform the pre-symptomatic testing (PST) were referred to the
PST program of our institution. After consent, AO of the symptomatic individuals
and age, gender, gender of the parent, and age of the parent at child birth of all
participants were obtained. Complete pedigrees, with updated information about
living and deceased individuals, were built. Blood samples were collected and
analyzed at our institution, as previously described (18). The results of molecular
testing of asymptomatic individuals were added to the database by the Pl (LBJ)
who did not contact directly the participants under study. Afterwards, data were
made anonymous before the analyses to guarantee the confidentiality of all
subjects and families.

Stability of CAGexp transmissions was inferred by the difference between
the CAGexp length of parent and child. A stable transmission was defined by
delta-CAGexp equals to zero. Cases of intergenerational expansion were defined
by delta-CAGexp equal or greater than 1 CAGexp, while contractions were defined

by delta-CAGexp equal or lesser than -1 CAGexp.
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In kindreds where information of CAGexp from the transmitting parent was
not available, the effect of age of the parent on transmission instability was
estimated by correlating the delta CAGexp between siblings to their age
differences, assuming the older sibling as carrying the reference CAGexp for a
given kindred.

Similarly, anticipation was considered the difference between AO of
transmitting parent and AO of the child. This delta-AO was zero when both the
affect parent and child had the same AO; anticipation was defined when delta-AO
was equal or greater than 1. When AO in the offspring was later than the AO of the
transmitting parent, delta-AO was equal or lesser than -1.

Variables AO, delta-AO, CAGexp and delta-CAGexp were described as
medians and range. Non-parametric statistics were used, as most variable did not
show normal distribution, and p = 0.05 was chosen as the significant level. Data
were computed into excel files and pedigrees were built in Progeny© software. All
data were analyzed in the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v
18.

We obtained informed consent from all participants. This study was
approved by the Ethics Committee (EC) from our institution (Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — GPPG number 13-0182) and
by EC from Hospital Sdo Paulo (UNIFESP) and from Hospital Graffrée e Guinle
(UNIRIO). This study was registered at Plataforma Brasil as CAAE
15493313.2.0000.5327.

3. RESULTS

In total, 179 Brazilian families were ascertained. From those, 99 were from
Rio Grande do Sul state. Prevalence was estimated for this state, whose data
obtained were broader than those obtained in other parts of the country. Families
from Rio Grande do Sul included 209 symptomatic HD patients, 690 individuals at

50% risk, and 515 at 25% risk individuals, living by December, 2016. Distribution
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of HD families was proportional to population dispersion in this state (Figure 1).
Considering the most recent demographic census (2016) (19), the minimal
prevalence of symptomatic HD patients and of at 50% risk individuals were 1.85
and 6:100,000 inhabitants, respectively. The remaining 80 HD families (110
individuals) were from other parts of Brazil, where minimal prevalence were not

estimated.

3.1 CAG repeat alleles in Brazilian families

Molecular data were obtained from 253 carriers (213 symptomatic and 40
asymptomatic subjects), plus 66 non-carriers (controls) from Brazil. In summary,
there were 253 expanded and 384 normal alleles.

Normal chromosomes showed a normal distribution, with a mean + SD
(range) of 18+£3.4 (9 to 33) CAG repeats. Intermediate alleles (between 27 and 35
CAG repeats) were found in 21/384 normal chromosomes (5.5%) (Table 1).

Among the 253 expanded chromosomes, there were 4 (1.6%) reduced-
penetrance (36 to 39 CAG repeats) and 249 (98.4%) fully penetrant alleles (with
40 or more CAG repeats) (Table 1). Two carriers of reduced-penetrance alleles
were still asymptomatic at 45 and 39 years-old. Both were children of carriers of
penetrant alleles: a 39 CAG repeats individual was child of a 42 repeats carrier,
and a 37 CAG repeats carrier was a child of a 43 CAG patient. CAGexp, AO and
age of the participants are shown in Table 1. As expected and as formerly
reported [Castilhos et al 2014], AO was inversely correlated with CAGexp, with rho
=-0.7 (p <0.0001, Spearman).

Interestingly, we identified a female carrier with a CAGexp of 40 repeats
who was still asymptomatic at 77 years of age. Her five children were all
asymptomatic; none of them agreed to participate in the present study. Her 69
years-old brother carried a CAGexp with 43 repeats and was symptomatic since

his forties.
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3.2 Instabilities upon CAGexp transmissions

Thirty-two direct transmissions (13 paternal and 19 maternal) were obtained
in the overall cohort: 28/32 children were still asymptomatic. Their data are
presented in Table 2. Median instability was zero; it was larger among paternal
than maternal transmissions, and the difference remained significant when we
included only asymptomatic children (p=0.006, Mann-Whitney).

Parental CAGexp and age at the time of child birth were not correlated with
delta-CAGexp, both in general and divided by gender of the parent (Figure 2A
and B). There was no difference of CAGexp transmissions between gender of
offspring, both in general and divided by parent gender (ns, Mann-Whitney; data
not shown).

Fifty-one pairs of siblings were studied: 40 (78.4%) of them showed
discordant CAGexp lengths. Discordant CAGexp lengths were more common
upon male (13/16 or 91.6%) than female transmissions (20/27 or 72%). First, a
unidirectional effect was studied, according to the hypothesis that the older the
parent, the larger would be further expansions. In paternal transmissions, most of
the CAGexp of the younger sib (11 out of 16) was larger than in the oldest sib. In
spite of that, delta-CAGexp and difference of age between siblings were unrelated
in the overall group as well as in male and in female transmissions (ns, Spearman)
(Figure 2C). After that, a bidirectional effect was tested — ie, the effect of aging
over instability in general was tested, irrespectively of this being a further
expansion or a contraction. Again, no correlation was found between delta-
CAGexp and age of parent at childbirth (ns, Spearman; data not shown), even

when analyzing paternal and maternal transmissions separately.

4. DISCUSSION

The minimal prevalence of HD in South Brazil was 1.85/100,000.
Dispersion of normal alleles and proportions of intermediate and reduced-
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penetrance alleles were similar to those found in European studies. Forty four
percent of CAGexp transmissions to symptomatic and asymptomatic offspring
were stable: the remainder contracted or expanded. As expected, further
expansions were more common than stable or contracted transmissions when the
affected genitor was the father. Neither the CAGexp nor the age of the parent at
the time of progeny birth were significant modifiers of CAGexp instability during
transmission, but the small number of transmissions especially from male carriers
might have reduced the power of this observation.

HD due to HTT expansions is by far the most common diagnosis among
families with HD phenotype in Brazil (18). However, population frequencies were
not obtained before the present survey. HD suspicion is usually straight-forward,
and our institution is the only one to perform molecular analysis of HTT for the
public health system in South Brazil. The estimated prevalence of 1.85/100,000
inhabitants in Rio Grande do Sul is minimal, but should not be too different than
the actual one. For instance, we would need to detect other 355 hypothetical
patients (or 71 families, based on our ratio of 2.1 symptomatic individuals per
family) to achieve a prevalence of at least 5/100,000, similar to those obtained in
European populations (20). We do not believe that so many undetected cases
would exist in this region. Interestingly, our minimum prevalence was more similar
to that found in the Venezuelan population (except Maracaibo), 0.5/100,000
inhabitants (21), than to that obtained in European countries. Since the haplotype
background from HD families from Rio Grande do Sul was quite the same as
those from European families (22), we believe that most of these HD families
descend from European carriers settled at our country. The low prevalence would
be related to the subsequent ethnic mixture, since not only Europeans but also
Amerindian and African ancestors contributed to the present population of Brazil
(23).

Intermediate alleles were found in 5.5% of all normal chromosomes, while
proportions obtained in European populations varied between 3 and 5.8% (6, 24).
Reduced-penetrance alleles corresponded to 1.6% of all expanded alleles of this
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Brazilian cohort; the rates obtained in other populations ranged from 1.6 to 7.7%
(6, 25, 26). If our numbers are due to a relatively small sampling or if they reflect
real frequencies of intermediate and reduced-penetrance alleles in Brazil, remains
to be established.

Rates of expanded and contracted CAGexp transmissions found in our
cohort were similar to those obtained in other populations (8, 9, 14, 15).
Considering that we obtained most CAGexp transmissions from still asymptomatic
children, there is no reason to suspect of important observational biases in our
study. Moreover, although the number of asymptomatic carriers of CAGexp —
some of them related to documented contractions — were small, the possibility that
their offspring grows unaware of HD is real. Further recurrences of symptomatic
carriers in their progeny might be interpreted as isolated cases, in future,
complicating genetic counseling and preventive measures. The relatively frequent
contractions that occurred in CAG transmissions (21.8%) should turn counselors
aware of this phenomenon.

Expansions and contractions occurred in the maternal and paternal meiosis
observed in our study, as in others (7, 9, 10). Although CAGexp instabilities in HD
were more severe during spermatogenesis, 42.1% of our maternal transmissions
were also unstable. Thus, mechanisms favoring the instability of the CAGexp
operate in both oogenesis and spermatogenesis. Instabilities in maternal
transmissions might be related to DNA repair errors related to the long interruption
of oocyte meiosis, or other mechanisms (27, 28). In paternal transmissions, the
multiple cellular divisions associated to spermatogenesis are usually evoked to
explain the CAGexp instability. In the Maracaibo cohort, Leeflang et al [1999]
showed that the range and mean allele size would increase with age, according to
data obtained from sperm cells analysis of 27 HD carriers (17). In the same cohort,
“a weak, non-significant effect of the age of the transmitting men on repeat-length
change (p=0.05, Bonferroni-corrected p=0.26)" was detected in 83 male

transmissions (9). Two other studies were not able to find any correlation between
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changes in the transmitted CAGexp and age of the parent at child birth, but they
did not split male from female transmissions (7, 10).

In the time interval of our study, we obtained quite a few number of parent
and child pairs. Getting DNA samples from affected parents and children, both
alive, is a quite difficult job in such a severe disease, especially during only a
three-year period of collection. We tried to increase the sample size using the
second strategy - to study the relationships between the delta-CAGexp-sibs and
delta-of-age-sibs, as previously done in other polyglutamine disease (12). This
indirect way to test transmission increased the number of observations to 51 pairs
of sibs. Quite interestingly, most male transmissions were related to further
expansions in the second sib; since most of these observations included at least
one asymptomatic sib, the risk of bias might not be too large. In spite of that, the
observation did not achieve significance.

Finally, the effect of parental CAGexp tract size on the CAGexp
transmission instability seen in other cohorts (7, 9, 10) was not observed in our
population.

In conclusion, we demonstrated that HD prevalence in Rio Grande do Sul
was lower than those observed in predominantly European populations. CAGexp
transmissions were very unstable both in paternal and maternal lineages; the
common occurrences of further expansions in paternal and contractions in
maternal transmissions were confirmed. Although the age of the affected father at
child birth was not correlated with the aggravation of CAGexp instabilities, this

result might be due to a type Il error and deserves further investigation.
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Figure 1 - Origin of HD families from Rio Grande do Sul, compared with

absolute numbers of inhabitants.
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Figure 2. Instabilities upon CAGexp transmissions. (A) Difference between
the CAGexp length of parent and child (Delta CAGexp child-progenitor)

according to progenitor age at child birth. (B) Delta CAGexp child-progenitor

according to progenitor CAGexp. (C) Delta CAGexp between siblings
according to their age differences, and divided by gender of affected

progenitor.
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Table 1. CAG repeat numbers, allele categories, age at onset and age of the

study participants

HD carriers Non- All
carriers
All Symptomatic | Asymptomatic
carriers carriers
Subjects 253 213 40 66 319
CAGexp distribution - median (range) 44 44 (39-81) * 43 (37-48) * -
(37-
81)
Normal CAG repeat distribution - 17 17 (10-33) 17 (9-37) 17 (10-
median (range) (9- 31)
33)
Number Normal Stable (up to 240 203** 37 123 363
of alleles | alleles 27 CAG
repeats)
Intermediate 12 9 3 9 21
(27 to 35 CAG
repeats)
Expanded | Reduced 4 2 2 - 4
alleles penetrance
(36 to 39 CAG
repeats)
full-penetrant 249 211 38 - 249
(40 or more
CAG repeats)
AO - 39+12 - -
(years) (range 6-67)
Age at - 50.5 + 11 35.85+ 12 40 +
the (range 18- (range 19-77) 13.75
present 73) *** (range
study 19-76)
(years)
(mean %
sd)
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Table 2. Intergenerational transmissions of mutant HTT CAG repeat divided

by gender of affected parent.

Total Paternal | Maternal p
n 32 13 19
asymptomatic children 28/32 11/13 17/19 ns (qui-

squared)
delta-CAGexp 0 (-6 to 2(-3to | 0(-6to8) | 0.005 (Mann-
Median (range) 30) 30) Whitney)
Expanded, stable and 11 9 2 (10.5%) 0.004
contracted transmissions (34.4%) (69.2%) | 11(57.9%) (Fisher)
14 3 (23%) | 6(31.6%)

(43.75%) | 1 (7.7%)

7 (21.8%)
Parent CAGexp median 43 (39- 43 (41- | 44 (39-60) | ns (Mann-
(range) 60) 51) Whitney)
Age of affect parent at the 266 27.7+6 | 24.8+6 | 0.020 (Mann-
time of child birth (mean + Whitney)

SD)
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Capitulo 6. Carnitine and branched chain amino acids were not
good biomarkers for disease progression in Huntington’s disease
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Abstract

Background: Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant disease
caused by the expansion of a repetitive CAG segment in the HTT gene. There is
no disease modifying treatment so far, and biomarkers are needed for clinical

trials.

Objectives: to verify whether carnitine and branched chain amino acids were
altered in HD carriers, checking if they change in time and can be biomarkers of

disease progression.

Methods: symptomatic individuals with molecular diagnosis of HD and their
relatives at 50% risk of developing HD were recruited. Age, gender, body mass
index (BMI) in all individuals and age of onset (AO) and disease duration (DD) in
symptomatic individuals were obtained. CAG repeat lengths at HTT were obtained
for all individuals. Blood samples (for valine, leucine, isoleucine and free carnitine
analysis), BMI, UHDRS were obtained at baseline and at 12 months follow ups of

symptomatic carriers.

Results: One hundred sixteen individuals were included: 74 symptomatic and 20
asymptomatic carriers, and 22 non-carriers. At baseline, valine levels (median,
IQR) were reduced in both asymptomatic carriers (101.25, 79.6 — 123.5) and in
HD patients (110, 88.4 — 131) when compared to non-carriers (123, 98.65—
164.25) (p=0.018 and p=0.042). There was no difference in carnitine or
isoleucine+leucine levels between groups. BMI of symptomatic individuals was
lower than those of non-carriers (p = 0.005); however, difference between non-
carriers and asymptomatic carriers was not significant. Valine levels correlated
with BMI. The eight symptomatic carriers with low levels of carnitine were different
from the remaining ones in their AO (32 + 12.7 vs 42.4 £ 10.7, p=0.028) and DD
(12.8 £ 5.7 vs 8.4 £ 6, p=0.045). Follow-up evaluation was performed in 43
symptomatic individuals (median=1.08 years). UHDRS total motor score increased

by an average of 4.8 points (p = 0.001) and TFC decreased by an average of 0.89
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points (p <0.0001). No significant changes in BMI and in valine were observed.
Significant increases in carnitine (p = 0.039, GEE) and in isoleucine+leucine levels

(p = 0.037, GEE) were registered among symptomatic carriers in the same period.

Conclusions: although levels of valine were shown to be lower in HD carriers and
were related to BMI losses observed even in pre-symptomatic individuals, neither
BCAA nor carnitine were proven to be good biomarkers for HD in the setting of this

study in our cohort population.
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1.Introduction

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder
caused by expansion of a CAG repeat sequence at HTT gene (Huntington’s
Disease Collaborative Research Group, 1993). The disease is characterized by
chorea, behavioral and cognitive deterioration, and it has a progressive and
inexorable course. The identification of biomarkers of HD progression is critical in
the context of developing disease-modifying drugs, especially if they are sensitive
and accurate enough to detect early stages of disease, particularly before the

beginning of motor signs (Weir, et al., 2011;Ross, et al., 2011).

Although neurological manifestations predominate, extra-neurological impairment
such as weight loss is well described (Carroll, et al., 2015;Aziz, et al., 2008).
Weight loss occurs frequently in HD individuals and appears even before the onset
of neurological manifestations (Djousse, et al., 2002). Energy deficiency and
changes in metabolism have been proposed not only as additional manifestations
but also having a potential role in the complex pathophysiological mechanisms
underlying the neurological deterioration in HD (Seong, et al., 2005;Browne, et al.,
2006). Considering that altered metabolism might underlie the progressive weight
loss that occur early in this condition, they can also exist ahead of motor features
(Lazar, et al., 2015).

Carnitine is a metabolite derived from amino acids that plays a critical role in
energy production. This metabolite transports long-chain fatty acids into the
mitochondria to generate energy, and toxic compounds out of this organelle to
prevent their accumulation (Reuter, et al., 2012). Decline in mitochondrial function
has been associated with aging as well as with HD (Turner, et al., 2010). Since
carnitine concentration declines with age, reducing the integrity of the
mitochondrial membrane (Noland, et al., 2009), an analog phenomenon might
occur in HD (Cuturic, et al., 2013).
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The branched chain amino acids (BCAAs) valine, leucine and isoleucine are
essential to promote protein synthesis and turnover as well as to glucose
metabolism. BCAAs participate in mitochondrial intermediary metabolism, and
have physiological roles in the immune system and in brain function (Brosnan, et
al., 2006). Several studies demonstrated that BCAAs plasmatic levels were low in
HD patients (Perry, et al., 1969;Phillipson, et al., 1977;Underwood, et al.,
2006;Mochel, et al., 2007;Mochel, et al., 2011). Therefore, both carnitine and
BCAAs were proposed as candidate biomarkers of disease onset and/or
progression in HD. However, longitudinal observations of these compounds in
symptomatic and presymptomatic phases of disease are still missing. Our aims
were to verify whether carnitine and BCAAs were altered in HD carriers. In
addition, we aimed to check if those levels changed within a 12-month interval,

which could be an indication of progression biomarkers for HD.

2. Methods
2.1 Population

Symptomatic individuals with molecular diagnosis of HD and their relatives at 50%
risk of developing HD were invited to participate in this study. Some of those at-
risk relatives had already performed pre-symptomatic testing (PST). At risk
relatives who did not take PST before the invitation were blind to their molecular
results obtained during the present research; those who decided to receive their

results were referred to the PST programs at our institutions.
2.2 Procedures

Baseline observations occurred between June 2014 and December 2015, and
included clinical observations and collection of blood specimens for metabolic

analyses and molecular studies. A second observation was performed 12 months
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later in symptomatic individuals only, and the same procedures were repeated,

except DNA analyses.

Age, gender, body mass index (BMI) (weight in kilograms divided by height in
square meters) and blood collections were obtained for all individuals at baseline,
as well as age of onset (AO), disease duration (DD) since the beginning of chorea,
and whole UHDRS in symptomatic subjects (Huntington Study Group, 1996). BMI,
blood collections and UHDRS were repeated at 12 months follow ups of

symptomatic carriers as well.

CAG repeat lengths in normal and expanded HTT alleles were obtained for all
individuals at baseline only. Length of CAG tract was estimated as previously
described (Castilhos, et al., 2014).

Blood samples were also collected in filter paper for carnitine and BCAAs
analyses. Samples of at risk individuals were collected at baseline only whereas
symptomatic carriers were collected at baseline and at 12-month follow-up.
Carnitine and BCAAs were analyzed by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC / MS / MS), using multiple reaction monitoring (MRM) (Chace, et
al., 1997). Results were expressed in uM/L; levels of isoleucine and leucine were
not individualized in this method and were given as a single value

(isoleucinetleucine).
2.3 Statistical analysis

All researchers but the principal investigator (P1) (LBJ) were kept blind to the
results of molecular testing of at risk individuals. The Pl added them to the
database at the end of the study duration, and turned all data anonymous.
Analyses were just performed after that, to guarantee the confidentiality of all

subjects and families.
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Per molecular results, three groups of subjects were delineated: symptomatic
carriers, asymptomatic carriers, and related controls. They were then compared in
a cross sectional design. For correlation studies, all CAGexp carriers had their
CAP (CAG Age product) score estimated. CAP score is an index that correlates
CAG expansion with the age of the individual and tries to quantify the intensity of
pathology related to HD (Penney, et al., 1997;Ross, et al., 2014).

We created a single variable (“Time to Disease”, in years) to mixed up the
following information: disease duration for symptomatic individual and expected
age of disease onset for those at risk, based on the formula by Langbehn et al
2010 (Langbehn, et al., 2010). For those at risk, we subtract the current age by the

age of onset predicted by the formula.

Mean and standard deviation (sd) were used for variables with normal distribution,
and median and interquartile range (IQR) for those without normal distribution.

Nonparametric or parametric statistical tests were selected when appropriate.

A generalized estimating equation model was fitted to estimate the progression of
severity scales, BMI, carnitine and BCAA in the longitudinal observation of the

symptomatic groups. Time was coded as 0 (baseline) or 1 (one year of study). All
analyses were carried out using the SPSS 18 statistical software package (SPSS

Inc., Chicago, IL). The significance level was 0.05.

2.4 Ethics

Informed consent was obtained from all participants. This study was approved by
Ethic Committee (EC) from our institution (Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre — GPPG number 140348) and by EC from
Hospital Sdo Paulo (UNIFESP) and from Hospital Graffée e Guinle (UNIRIO). This
study was registered as CAAE 30653414.9.0000.5327.
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3. Results

3.1 Cross sectional findings: differences between groups

One hundred sixteen individuals (68 females) from 69 HD families were included

in the present study: 74 were symptomatic CAGexp carriers, 20 were

asymptomatic carriers and 22 were non-carriers (related controls). General

characteristics of this cohort are presented in Table 1. As expected, mean age

was higher in symptomatic individuals than in those at risk: 50.3 (SD 11.2) versus
38.2 (SD 12.8) (p <0.0001, anova).

At baseline, valine levels (median, IQR) were reduced in both asymptomatic
carriers (101.25, 79.6 — 123.5) as well as in HD patients (110, 88.4 — 131) when

compared to non-carriers (123, 98.65— 164.25) (p=0.018 and p=0.042, Mann-

Whitney). There was no difference in carnitine or isoleucina+leucine levels

between groups (ns, Kruskal-Wallis) (Table 1 and Figure 1).

Table 1. General characteristics of groups under study — non-carriers,

asymptomatic carriers and HD patients.

All Non- Asympto | HD p Normal
carriers matic patients range
carriers
N (% Female) 116 (68) | 22 (15) 20 (13) 74 (37) ns (%) -
Age (mean t dp) 459 + 40.8 + 353+ 50.3 + <0.001 -
13.1 13.7 11.3 11.2 (Anova)
BMI (kg/m?) @ 23.4 26.7 23 (20.5- | 23.25 0.006 18.5 —
median (IQR) (20.9- (22.7- 26.2) (20.85- (Mann- 24.9
26.4) 30.35) 25.2) Whitney)

73




Free carnitine (um/L) | 30.9 33.5 30.35 28.7 ns 22.2-54
median (IQR) (25.55- (28.7- (26-35.7) | (25.1- (Kruskal-

37.8) 40.45) 38.6) Wallis)
BCAA valine (uMm/L) 112.5 123 101.25 110 0.045 48.8-141
median (IQR) (89.8- (98.65- (79.6- (88.4- (Kruskal-

133) 164.25) 123.5) 131) Wallis)
BCAA 76.7 84.6 75.2 (61- | 75.6 ns 41.6-110
leucine+isoleucine (65.15- (67.2- 91.2) (63.5- (Kruskal-
(ML) 91.9) 106.25) 89.3) Wallis)
median (IQR)
CAGexp - - 43 44 (43- 0.034 -
median (IQR) (41.25- 46.25) (Mann-

44.75) Whitney)

CAP score - - 722 + 116 £ 18 | <0.001 -
(mean =+ dp) 23.3 (T-test)
Time-to-disease - - 13.3 (0.6 -
(years)® —40.2)
median (range)
Age at onset (mean+ | - - - 415+ -
dp) 11.2
Disease duration - - - 8 (4- -
median (IQR) 11.25)

@ number of individuals who had BMI calculated: symptomatic (n=70), asymptomatic (n=19), non-

carriers (n=21); b1 out of 20 asymptomatic carriers had predicted age of onset smaller (41.35

years) than actual age (48 years).
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Figure 1. Levels of carnitine, valine and isoleucine+leucine in non-carriers,

asymptomatic, and symptomatic carriers of CAGexp at HTT.
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We have identified 8 HD patients with low levels of carnitine at baseline (range:
13.9 — 21.9). Their AO, DD, BMI, CAGexp, and CAP score were then compared to
other symptomatic individuals. AO was lower in individuals with low free carnitine
(832 +12.7 vs 42.4 £ 10.7), p=0.028, t-test. Besides, their disease duration was
longer than individuals with normal free carnitine (12.8 £ 5.7 vs 8.4 + 6), p=0.045,
Mann-Whitney. BMI, CAGexp, CAP score, and all subscales of UHDRS were

similar among groups (ns, t-test and Mann-Whitney).
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BMI of symptomatic individuals was lower than those of non-carriers (p = 0.005,
Kruskal-Wallis); however, difference between non-carriers and asymptomatic

carriers did not achieve significance (ns, Kruskal-Wallis) (Table 1 and Figure 2).

Figure 2. Body mass index distribution among non-carriers, asymptomatic

carriers, and HD patients.
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3.2 Cross sectional findings: correlations with disease burden

To clarify whether carnitine and BCAA varied per disease severity, correlations
were tested against the independent variables under study: CAP score, CAGexp,
Time-to/with-Disease and BMI, in all carriers; and against AO, DD and UHDRS, in

symptomatic individuals (Table 2). Since carnitine and BCAA are candidates of
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metabolic dysfunction biomarkers related to energy consumption and to weight

loss, BMI correlations were also included as a standard analogy.

Table 2 — Associations between candidate markers carnitine and BCAA, and

independent variables of disease severity at baseline

Carnitin | Branched chain amino BMI
e acids (uMIL) (kg/m?)
Valine Leucine+iso
leucine
All CAGexp | CAGexp ns ns ns ns
carriers CAP score ns ns ns ns
(n=94) Time-to-Disease ns ns ns ns
BMI (n=89) ns ns 0.212* -
Symptomati | AO ns 0,315 * ns ns
¢ CAGexp DD ns ns ns ns
carriers
BMI (n=70) ns 0.306 * 0.298 * -
(n=74) UHDRS | Total motor | ns ns ns -0.376
score *x
Total ns ns ns 0.427
cognition o
score
Functional ns ns ns 0.435
assessment *x
score
Independenc | ns ns ns 0.417
e score *x
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Functional ns ns ns 0.355

*%

capacity

*p <0.05, Spearman; ** p < 0.001, Spearman.

Metabolites under study are expected to be physiologically related. And indeed,
valine and isoleucine+leucine levels were strongly correlated (p <0.0001, rho =
0.815). Carnitine was correlated to isoleucine+leucine (p = 0.025, rho = 0.261), but

not to valine (ns, Spearman).

3.3 Longitudinal observations

In 43 symptomatic individuals, a follow-up evaluation was obtained after a median
(IQR) interval of 1.08 year (0.96 — 1.2) (table 3).

Table 3. Comparison of BMI, severity scales and carnitine, valine and

isoleucine+leucine between the two evaluations

Baseline (n=74) Follow-up (n=43) | Variation ?
Body mass index 23.25 (20.85 to 23.9 (20.95 - ns
(kg/m?) 25.2) 26.45)
UHDRS total motor 53 (33.75 - 58 (36-76) +4.8
score 76.25)
Total Functional 5 (2-9) 5 (2-8) -0.89
Capacity (TFC)
Free carnitine (uM/L) 28.7 (25.1 - 36.2 (28.7 — +4.15
38.6) 40.2)
Valine (uM/L) 110 (88.4 —131) | 109 (95-126) ns
Isoleucine+leucine 75.6 (63.5 — 83.2(72.3 - +7.98
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(UML) 89.3)

99.2)

@ when the variation was significant, we express the mean variation (generalizing estimation

equation).

Two scales of clinical severity, UHDRS total motor score and Total Functional

Capacity (TFC), were chosen to demonstrate the progress of neurological picture

within the studied interval. UHDRS total motor score increased by an average of
4.8 points (p = 0.001, GEE) and TFC decreased by an average of 0.89 points (p

<0.0001, GEE) between two evaluations.

In this time interval, no changes in BMI (p = 0.52, GEE) and in valine (p = 0.43,
GEE) were observed. In contrast, significant increases in carnitine (p = 0.039,

GEE) and in isoleucine+tleucine levels (p = 0.037, GEE) were registered in the

period (Figure 4).

Taken UHDRS scores and BMI as established biomarkers of disease progression,

their variations (deltas) were compared to deltas of the candidate metabolites

(Table 4).

Figure 4 Boxplot of carnitine, valine and isoleucine+leucine at baseline and

follow-up.
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Table 4 — Variation (deltas) of established biomarkers of disease progression

(BMI and UHDRS) comparing to candidate biomarkers under study, within

one year interval. Spearman correlation test.

Delta Carnitine Deltas of BCAAs
Valine Isoleucine+leucin

e

CAGexp ns ns ns

AO ns ns ns

DD ns ns ns

Delta BMI ns ns ns

Delta behavioral ns 0.338 * ns

score

Delta cognitive ns -0.318 * ns

score

Delta Functional ns ns ns
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Capacity

Delta motor ns ns ns

score

*p<0.05

4. Discussion

We confirmed that valine is reduced in CAGexp at HTT carriers, symptomatic or
not, when compared to normal, related controls. In contrast, we did not find a clear
association between isoleucine+leucine or carnitine with carrier or symptomatic
status in HD. Valine levels were correlated to BMI and AO in symptomatic
individuals. In a prospective follow up after one year, while UHDRS scores
worsened significantly, neither BMI, carnitine nor BCAAs (especially valine) levels
changed in symptomatic individuals. In contrast, within same interval, carnitine and
isoleucine+leucine levels even increased. Therefore, the two potential candidate
biomarkers valine and BMI were less sensitive to changes than UHDRS scores in
our cohort, while carnitine and isoleucine+leucine seemed to be prone to placebo
effects or to a real improvement in patient’s care during study. Neither BCAAs,
carnitine nor BMI were shown to be good candidates to describe disease

progression during time interval evaluated by this study.

BCAAs have been studied in HD patients since the sixties, before the discovery of
the causal gene (Perry, et al., 1969;Phillipson, et al., 1977;Watt, et al., 1978). After
that, other studies evaluated amino acids in the context of a more widespread
search for metabolic biomarkers of HD. Some of them found reduced levels of
BCAAs in HD patients (Underwood, et al., 2006;Reilmann, et al., 1995;Gruber, et
al., 2013;Cheng, et al., 2016), but not others (Mastrokolias, et al., 2016;Nambron,
et al., 2016). Specifically, Mochel et al 2007 and 2011 found reduced levels of

valine, isoleucine and leucine in HD symptomatic patients but not in asymptomatic
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carriers (Mochel, et al., 2007;Mochel, et al., 2011). Of note, a prospective
observation of BCAAs levels were not done before in this present cohort. Our
baseline observations indicated that valine levels were reduced in HD carriers,
independent from symptomatic status, and that they were related to AO and to
BMI. In contrast, valine levels in plasma did not change significantly during our

prospective observation of symptomatic subjects.

Carnitine was far less studied than BCAA in HD (Cuturic, et al., 2013;Mastrokolias,
et al., 2016) (Cuturic et al 2013, Mastrokolias et al 2016). Reduced levels of
carnitine were found in HD patients on advanced stages of disease (Cuturic, et al.,
2013). Although this finding was not observed in in our overall cohort, we have
found individuals with low levels of carnitine at later stages of the disease.
Therefore, carnitine deficiency can be a late complication of HD and should be
screened for in those patients. Nonetheless, even in these severely affected
individuals, carnitine levels were not related to CAGexp, CAP score, or severity
scales, and no substantial changes were seen in their plasmatic levels in the

follow-up evaluation.

At first, we address whether carnitine or BCAAs levels would be lower in CAG
expansion carriers than in controls. Right after, our query was whether a further
reduction of their levels could occur with the disease progression in the
longitudinal observation of the symptomatic group. And finally, the question was
related to sensitivity to changes: variation of any of these metabolites would be
smaller than variation obtained with UHDRS scores or BMI. Naturally, those two

latter queries were dependent upon data generated by the former one.

Valine levels showed an expected reduction in HTT carriers, when our first
question was addressed. Therefore, valine was our best candidate as a biomarker
of disease progression in HD. Despite that, we tested if all metabolic candidates
changed longitudinally, in the prospective evaluation after one year. UHDRS and

BMI were chosen to be the standard variables to follow disease progression.
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UHDRS is a straightforward choice, being a gold-standard for HD natural history
studies. BMI was chosen due to its well-established relationship to HD (Aziz, et al.,
2008;Mochel, et al., 2007) and also due to the fact that it was a way to relate
metabolites under study — carnitine and BCAAs — to a reasonable and acceptable

pathophysiological mechanism already associated to HD.

Symptomatic individuals showed indeed progression of UHDRS total motor score
and of TFC; the deterioration observed was similar to what have been observed in
larger cohorts (Dorsey, et al., 2013;Meyer, et al., 2012;Tabrizi, et al., 2013). Such
as previous studies, BMI was shown to be already reduced in asymptomatic
carriers, suggesting that a change in metabolism occurs even before the onset of
motor, cognitive, or behavioral symptoms. However, BMI did not change

significantly among symptomatic individuals in the prospective observation.

We have not observed any significant change in valine levels within one year
period. BMI have not shown any change in this time interval. Lack of change in
valine levels after one year is in agreement with former correlation between valine
and BMI at baseline. Therefore, neither BMI nor valine showed any advantage

towards UHDRS in describing disease progression in this time interval.

In contrast, carnitine and isoleucine+leucine showed increased plasmatic levels in
the follow up assessment. i.e., some symptomatic patients improved their
metabolic profiles. Although we were unable to pick up an objective reason for
that, there is no way to explain this finding other than unnoticed improvements in

the general care offered to these patients.

Biomarkers are roughly divided into trait, progression and drug response
biomarkers (Weir, et al., 2011). The CAGexp is the gold-standard trait biomarker
for HD. So far, UHDRS is the gold-standard and the best way to describe HD
progression. Despite that, UHDRS changes only 4.8 points/year and presents a
high variance: per a study (Dorsey, et al., 2013), 158 individuals are needed to

detect a 50% change after 3 years in a randomized clinical trial. Hence, the
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discovery of sensitive biomarkers that correlate strongly with severity scales is
highly important for future clinical trials. Up to date, imaging and cerebrospinal fluid
(CSF) biomarkers demonstrated a better performance (Tabrizi, et al.,
2013;Aylward, 2014;Byrne, et al., 2016) than blood biomarkers. 80hdG, for
example, was a promising biomarker of oxidative damage, but failed when tested

in a large cohort of presymptomatic and early HD patients (Borowsky, et al., 2013).

Our study had some limitations. We have performed one follow-up assessment
only in symptomatic carriers. However, it is unlikely that a longer observation
period could reveal that carnitine or BCAAs would in fact be good candidates for
biomarkers to be used in clinical trials. In addition, our BCAA evaluation method
did not allow separation of leucine from isoleucine, which could mask the effect of
either of those two amino acids. Finally, a prospective evaluation of the
asymptomatic carriers was not carried out, which might help to uncover unknown

associations.

In conclusion, although plasmatic levels of valine were shown to be lower in HD
carriers and related to BMI losses observed even in pre-symptomatic individuals,
neither BCAA nor carnitine were proven to be good biomarkers for HD in the

setting of this study in our cohort population.
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Capitulo 7. Discussao

Meu interesse na doencga de Huntington é antigo e esta ligado aos motivos
que me levaram a neurologia. A presente tese partiu de uma tomada de posi¢ao
geral sobre a HD na AL — e em especial, no Brasil -, para assim definir o que se
poderia aportar de construtivo sobre o tema. Nossa revisdo sistematica
apresentada no capitulo 3 desta tese confirmou a inexisténcia de estudos de
base populacional em nosso continente e a escassez de investigagdes sobre
origens ancestrais, aspectos de genética formal e peculiaridades clinicas que
pudessem caracterizar a HD na nossa populagcdo. Por isso, partimos de um
estudo que retratasse a dimensao provavel da HD (HTT) entre as demais causas
genéticas desse fendtipo, no Brasil, e que constituiu nosso capitulo 4. Para tanto,
contei com o material inestimavel levantado através da Rede Neurogenética e que
recrutou familias e doentes de centros urbanos um pouco mais representativos do
nosso pais. Com a identificacdo molecular dos 104 casos-indices iniciais
(Castilhos, et al., 2014), eu pude recrutar muitos deles e seus parentes para as
duas observagdes longitudinais que planejei realizar. A primeira foi a observagao
das transmissdes do alelo mutante, CAGexp. Meu propdsito foi verificar se havia
alguma caracteristica associada ao nosso background latino-americano que
pudesse afetar a instabilidade da CAGexp. Os resultados dessa observagao
longitudinal entre as relagdes da CAGexp de um genitor versus as CAGexp de
seus descendentes e versus 0s anos que os separam foram apresentados no
capitulo 5. A segunda observagao longitudinal focou nos aspectos clinicos dos
portadores e constituiu-se em um estudo de coorte mais convencional. Sabiamos
que a HN da HD medida através de escalas clinicas ja estava bastante
estabelecida na literatura. Por isso, acrescentei as nossas observacdes clinicas,
tomadas como gold-standard, a analise longitudinal de candidatos a

biomarcadores bioquimicos AACRs e carnitina livre. Esse feito so6 foi possivel pela
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existéncia de plataformas tecnolégicas ja existentes no SGM HCPA. Os

resultados desta coorte foram apresentados no capitulo 6.

Passarei a comentar meus resultados originais, descritos nos capitulos 4, 5
e 6.

Avaliamos os pacientes com fenétipo de doenga de Huntington (coreia e
deméncia progressivas) provenientes de sete centros brasileiros, através da Rede
Neurogenética, e tentamos determinar a frequéncia de diagndsticos. Verificamos
que a HD por HTT é a causa mais frequente desse fenétipo no Brasil: 89.4% dos
pacientes que se apresentaram com suspeita de HD eram portadores de CAGexp
no HTT. Encontramos também 4 pacientes (3,8%) com Huntington's disease-like
tipo 2, uma expansao CTG no gene que codifica a junctofilina-3 (HDL-2) e 1
paciente (1%) com o diagnédstico de ataxia espinocerebelar tipo-2 (SCA2)
(Castilhos, et al., 2014). Dos 11 pacientes em nossa amostra que nao
apresentavam o diagnoéstico de doenga de Huntington, 36.4% apresentavam
diagnostico de HDL-2. Nossos achados sao semelhantes aos dois estudos ja
existentes na América Latina, nos quais a frequéncia de HDL-2 é elevada em
pacientes que nao possuem CAGexp no HTT. Rodrigues et al avaliaram 29
pacientes com fendtipo Huntington’s disease-like que n&o apresentavam doencga
de Huntington e encontraram 3 pacientes (10.3%) com o diagndstico de HDL-2
(Rodrigues, et al.,, 2011). Paradisi et al 2013, na Venezuela, avaliaram 16
pacientes com fendtipo de doenca de Huntington e sem CAGexp no HTT e
encontraram 4 pacientes (25%) com o diagnéstico de HDL-2 (Paradisi, et al.,
2013). Nosso achado, ao lado dessas duas séries de casos, nos permite concluir
que provavelmente o diagnéstico de HDL-2 é a segunda causa mais frequente do
fendtipo Huntington's disease-like em nosso continente. Esse achado néo
surpreende, ja que as populagdes latino-americanas tém forte ancestralidade
africana, e a maior parte dos individuos com HDL-2 descritos até o0 momento tem

essa ancestralidade, mesmo que nao ébvia (Margolis, 2012).
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A revisdo sistematica (capitulo 3) havia demonstrado que somente duas
estimativas de prevaléncias minimas da HD haviam sido publicadas até o
momento sobre centros urbanos latino-americanos, ambas provenientes de séries
de casos de hospitais terciarios. Paradisi et al 2008 verificaram uma prevaléncia
minima baixa na Venezuela, de 0,5/100.000. Cabe ressaltar que nesse estudo foi
excluido o isolado geografico de Maracaibo e que os autores admitem um
provavel subestimativa do valor real da prevaléncia pela dificuldade em recrutar
pacientes de algumas regides (Paradisi, et al., 2008). Alonso et al 2009 avaliaram
os pacientes mexicanos avaliados no centro dos autores durante um periodo
longo de tempo e calcularam a prevaléncia minima na cidade do México em
4/100.000 (Alonso, et al., 2009). Esses valores provenientes de paises latino-
americanos sao proximos da prevaléncia minima que nosso estudo calculou para
o estado do Rio Grande do Sul, 1,85/100.000, dado apresentado no capitulo 5.
Apesar desse valor ndo ser proveniente de um estudo de base populacional, ndo
achamos que o valor real seja muito mais elevado, ja que nosso hospital recebe a
maior dos pacientes com suspeita de doenga de Huntington do estado; além
disso, é improvavel que pacientes de nosso estado sejam encaminhados para
outros estados (Santa Catarina ou Parand) ou outros paises (Uruguai ou
Argentina). A estimativa da prevaléncia minima em nossa populagédo é bem
inferior ao tradicionalmente descrito em estudos de base populacional em paises
de origem europeia (Europa e América do Norte), onde a prevaléncia é estimada
em 5-10/100.000 (Rawlins, et al., 2016). Apesar de nossas familias HD
apresentarem provavelmente uma origem europeia, a julgar pelo perfil haplotipico
semelhante de nossas familias HD a familias HD europeias (Castilhos, et al.,
2016), a prevaléncia minima baixa em nosso meio pode estar relacionada a
composicao étnica de nossa populagdo, ja que tanto ancestrais europeus como
amerindios e africanos contribuiram para a formacao atual de nossa populacao
(Wang, et al., 2008). Estudos de base populacional (ou mesmo de prevaléncia
minima) em outras regides do pais e da América Latina sdo fundamentais para
entendermos a prevaléncia da HD em nossas populagdes.
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A HD tem uma dimensao individual, que é tardia e predominantemente
neuroldgica, e a dimensdo da genética formal, que envolve a manutengado do
segmento CAG expandido no pool populacional. Enquanto a fisiopatologia da
primeira se da no cenario do neurbnio, os mecanismos celulares da segunda
podem envolver multiplos tecidos e fases celulares precoces na vida do sujeito,
que eventualmente resultem em vantagens seletivas, como segregacgao
diferencial dos alelos na meiose, sobrevida maior do heterozigoto em fases
precoces do desenvolvimento intra e extra-uterinos e fertilidade aumentada.

Estudos sobre a dimensédo populacional tém partido de poucos grupos
multinacionais. Esses estudos focaram na investigagdo dos haplétipos ancestrais
para explicar a manutengao da HD entre europeus (Warby, et al., 2011;Lee, et al.,
2012). Em nossa revisao sistematica sobre as caracteristicas genéticas da HD na
AL, observamos que o estudo das transmissdes intergeracionais do CAGexp em
familias brasileiras até o momento foi realizado de forma muito escassa
(Castilhos, et al., 2016). Estudos com numero de transmissdes muito reduzidos
haviam sido publicados - 10 (Raskin, et al., 2000) e 4 transmissdes (Agostinho, et
al., 2013). Por isso, decidimos caracterizar melhor as transmissées da CAGexp
entre brasileiros, em nosso estudo apresentado no capitulo 5. Conseguimos
colecionar 32 transmissdes (19 maternas e 13 paternas) - um numero maior que
as observacgdes anteriores, mas ainda pequeno e com pouco poder. A observagao
intergeracional das transmissdes depende do recrutamento de pais e de filhos
afetados. Para uma condi¢cdo tao incapacitante como a HD, o recrutamento
simultadneo de pais e filhos afetados € muito dificil: os pais tendem a falecer antes
da afeccao dos filhos; a obtencdo simultanea de amostras de pais e filhos pode
na verdade provocar vieses. A colecdo de um numero maior de transmissdes
necessitara de muitos mais anos de acompanhamento das familias HD. Mesmo
assim, nosso estudo concluiu que o perfil de transmissdes intergeracionais em
familias brasileiras é semelhante ao encontrado em outras séries de casos, como
a tendéncia de instabilidade e expansdes em transmissdes paternas (Kremer, et
al., 1995;Wheeler, et al.,, 2007); além disso, em nossa amostra a idade do
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progenitor no momento da concepg¢ao nao pareceu determinar a probabilidade de
instabilidade/expansdo do segmento CAGexp na prole, achado semelhante a
outros estudos (Wheeler, et al., 2007;Aziz, et al., 2011). Em nossa anadlise das
transmissdes CAGexp utilizamos uma abordagem alternativa em virtude da
dificuldade de encontrar familias com analise do CAG do progenitor e da prole.
Correlacionamos a diferenca no CAGexp das irmandades com a diferenca de
idade entre os irmaos, com a hipotese de que filhos mais novos teriam maior
chance de apresentarem maiores instabilidades ou expansdes subsequentes da
CAGexp. Mesmo com essa analise alternativa (51 pares de irmaos), nao
conseguimos confirmar um efeito da idade do progenitor (especialmente o pai) na
probabilidade de expansdao CAGexp na prole. Essa hipdtese é interessante, ja
que entre os mecanismos que favorecem a instabilidade do segmento repetitivo
CAGexp estdao o numero de divisdes celulares pelas quais 0 mesmo passa (e a
espermatogénese é particularmente associada a um grande numero de divisdes
celulares) e os erros no reparo do DNA, ambos mais provaveis de ocorrer em
individuos mais velhos (Pearson, et al., 2005).

A histdria natural da HD ja estava bem definida em populag¢des europeias e
norte-americanas, onde varios consorcios internacionais descreveram com
clareza esse aspecto. Em nossa coorte de individuos HD sintomaticos, descritos
no capitulo 6, conseguimos verificar a progressdo das subescalas UHDRS no
intervalo de 1 ano e nossos achados foram similares aos encontrados por coortes
maiores (Marder, et al., 2000;Dorsey, et al., 2013). Na subescala motora houve
aumento em média 4,8 pontos e a escala de incapacidade TFC (Total Functional
Capacity) reduziu em média 0,89 pontos.

Por fim, avaliamos quatro substancias envolvidas no metabolismo
energético (carnitina livre, valina, leucina e isoleucina) como potenciais
biomarcadores de progressao na doenga de Huntington no capitulo final dos
resultados. Essas substancias foram escolhidas em fungcdo de achados prévios
(especialmente os aminoacidos de cadeia ramificada) que descreveram sua
reducdo em pacientes portadores da expansdo CAGexp e baseado nas
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evidéncias de que o metabolismo energético esta envolvido na fisiopatologia da
doenca (Browne, 2008;Ross, et al., 2011). Além disso, o laboratério de nossa
instituicdo tem facilidade e experiéncia na dosagem dessas substancias. Ao
contrario dos estudos prévios que avaliaram essas substancias de forma
transversal, nosso estudo avaliou individuos sintomaticos HD de forma
prospectiva. Nossos resultados mostraram que essas quatro substancias nao tém
um comportamento compativel com biomarcadores de progressao da doenga, ou
seja, ndo houve correlagdo com as escalas de gravidades (subescalas da
UHDRS); além disso, durante o periodo de avaliagao, os niveis de carnitina livre,
valina, leucina e isoleucina mantiveram-se estaveis ou aumentaram. Nossa
hipétese inicial era de que houvesse reducao progressiva dos niveis séricos
dessas substancias no periodo de observacdo. Nao realizamos avaliacédo
prospectiva em portadores assintomaticos HD. Entretanto, baseado no fato de
que nao houve diferenca nos niveis das quatro substancias entre os portadores
sintomaticos e assintomaticos no baseline e que em geral os portadores
assintomaticos estdo ha anos de iniciar os primeiros sintomas da doencga, seria
improvavel que no periodo de observagdo de um ano alguma alteragéo nos niveis
dos pré-sintomaticos estivesse presente. Por isso, cremos nao ter perdido
informacgédo substancial com a auséncia de observacdes longitudinais desses
sujeitos.

Os resultados de nosso estudo forneceram informacgdes adicionais ao
conhecimento da doenga de Huntington em geral, e em nosso pais e continente
em particular. Em grandes tragos, podemos concluir que: 1) ha uma escassez de
estudos sobre a doenga na América Latina; 2) os diagndsticos mais prevalentes
em nosso meio do fendtipo doenga de Huntington sdo a HD e HDL-2; 3) a
prevaléncia minima da HD em nosso estado, Rio Grande do Sul, parece ser
menor do que em populagdes europeias e norte-americanas; 4) o perfil das
transmissdes CAGexp foi semelhante ao encontrado em séries de casos maiores
e de outros continentes; 5) os AACRs e carnitina livre ndao sado bons
biomarcadores de progressao da HD.
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Durante a realizagdo do doutorado tive a oportunidade de ingressar como
médico contratado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e, dessa forma, tendo
o potencial apoio institucional dado pelas plataformas de diagndstico e de
pesquisa locais, tenho planos de continuar a estudar a doenga de Huntington,
especialmente os aspectos relacionados a perda de peso que 0s pacientes e os
portadores assintomaticos apresentam. Além disso, como participo do
ambulatério de deméncias, penso em caracterizar melhor as familias com suposta
causa genética de deméncia (especialmente caracterizadas como apresentando

provavel doenga de Alzheimer).
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Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TCLE para os individuos em risco de desenvolver HD

INFORMACOES AOS FAMILIARES DE INDIVIDUOS COM O DIAGNOSTICO DE
DOENCA DE HUNTINGTON CONVIDADOS A PARTICIPAR DO ESTUDO

Esta ¢ uma pesquisa que tem por objetivo principal avaliar o perfil de transmissao do gene
causador da doenca de Huntington entre diferentes geragdes dentro de cada familia.
Queremos estudar como a doenga ¢ transmitida de geracdo para geracdo. Esse
conhecimento ¢ essencial para que possamos compreender melhor a genética da doenca e
dessa forma orientar de forma mais adequada os individuos em risco.

Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa por ser familiar de um individuo
que apresenta o diagnostico de doenca de Huntington. Sua participagdo, caso estiver de
acordo com ela, envolvera: (1) uma entrevista clinica e (2) coleta de 10 ml de sangue.
Contudo, isso tudo somente sera feito depois que voc€ autorizar sua participagdo no
estudo, entregando um documento assinado por vocé€ ou por seu representante legal. Esse
documento serd entregue em duas vias, para que uma copia fique com vocé (ou seu
representante legal) e outra com os pesquisadores. Além disso, todos os custos para a
realizagdo das consultas e exames serdo de inteira responsabilidade da equipe
pesquisadora. Informamos também que vocé podera desistir de permanecer na pesquisa a
qualquer momento.

O sangue coletado serd armazenado para fins de pesquisa. Ele podera ser utilizado para
outros fins somente mediante a sua autorizagdo por escrito, tanto no presente termo de
consentimento, como em documentos futuros. Solicitaremos sua autorizagdo para qualquer
nova pesquisa para a qual pensarmos em aproveitar seu material armazenado. Por isso,

ficaremos com seu telefone e endereco.
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A sua amostra de sangue serd identificada com um codigo apenas e chegara andnima (nao
associada ao seu nome) nos nossos laboratorios. O resultado da sua analise também nao
estara associado ao seu nome, o que implica que ele tampouco estara disponivel para vocé
ou para seus familiares, em qualquer tempo no futuro.

Por isso, a sua participagdo nesta pesquisa ¢ completamente voluntaria: vocé esta ajudando
o estudo, mas ndo terd nenhum beneficio pessoal: vocé ndo receberd as andlises
laboratoriais nem a sua participagdo resultara em qualquer tipo de atendimento. Essa
pesquisa envolve a analise do gene causador da doenca de Huntington; mesmo que vocé
possa apresentar um risco tedrico de vir a desenvolver a doenga, ndo haverd, sob nenhuma
hipodtese, liberagao dos resultados das analises.

Os individuos em risco de desenvolver a doenga de Huntington que quiserem saber se sao
portadores ou ndo da mutagdo, serdo encaminhados ao ambulatério de diagndstico
preditivo do HCPA, onde entdo poderdo passar por um aconselhamento genético extenso.
Os riscos envolvidos nessa pesquisa estdo relacionados ao eventual desconforto de uma
entrevista e a coleta de sangue: mal-estar passageiro, mancha roxa no local e cansago. Seu
nome serd mantido em sigilo pelos pesquisadores envolvidos no estudo. Os seus dados
clinicos e laboratoriais serdo utilizados somente para esta pesquisa e, se aparecerem em
publicacdes, serdo de forma andnima, sem possibilidade alguma de que vocé possa ser
identificado.

Os resultados dos exames realizados no seu material (sangue) ficardo guardados de forma
anonima em bancos de dados protegidos, aos quais terdo acesso somente os pesquisadores
envolvidos. Nenhum resultado seu sera divulgado ou liberado para terceiros.

Marque a sua resposta a cada um desses itens:

1. Vocé teve acesso as informacgdes dadas pelo pesquisador que vai realizar a
pesquisa? Ficou com essas informagdes?

( )Sim ( )Nao

2. Vocé pdde fazer perguntas a respeito do teste?

( )Sim ( )Nao
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Vocé entendeu que os resultados dos testes laboratoriais serao utilizados somente
para pesquisa e que estardo armazenados de forma sigilosa e andnima?

( )Sim ( )Nao

Quais médicos e estudantes conversaram com voce sobre esses testes e estudos?

Vocé entendeu que vocé esta livre para sair do estudo a qualquer momento sem
precisar dar qualquer explicacao e sem que isso afete o seu atendimento médico
aqui?

( )Sim ( )Nao

Vocé concorda em participar desse estudo?

() Sim, e autorizo o contato com meus descendentes listados abaixo:

( ) Nao

Vocé quer receber o resultado da sua investigagao?

( )Sim ( )Nao

Vocé concorda que a sua amostra seja armazenada na nossa instituigao?

( )Sim ( )Nao




ENACTCCO: oo e e e e e e et e e et e e e e e araaaaan

Pesquisador Responsavel: Dra. Laura Bannach Jardim

Pesquisador Executor: Raphael Machado de Castilhos

Endereco e telefone da pesquisadora | Endereco e telefone do Comité de Etica em
responsavel, Laura Bannach Jardim Pesquisa

Servigo de Genética Médica do HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos 2350

Rua Ramiro Barcelos 2350 90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil

90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil 20 andar, sala 2227

Tel.: (51) 3359-8011 Fone/Fax: 51 3359-7640
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TCLE para os individuos HD sintomaticos

INFORMACOES AOS INDIVIDUOS COM O DIAGNOSTICO DE DOENCA DE
HUNTINGTON

Esta ¢ uma pesquisa que tem por objetivo principal avaliar o perfil de transmissao do gene
causador da doenca de Huntington entre diferentes geragdes dentro de cada familia.
Queremos estudar como a doenga ¢ transmitida de geracdo para geracdao. Esse
conhecimento ¢ essencial para que possamos compreender melhor a genética da doenca e
dessa forma orientar de forma mais adequada os individuos em risco.

Vocé estd sendo convidado a participar dessa pesquisa por ter o diagndstico de doenga de
Huntington. Sua participagdo, caso estiver de acordo com ela, envolvera: (1) uma
entrevista clinica, (2) a realiza¢ao de exame fisico detalhado e padronizado, (3) coleta de
10 ml de sangue. Contudo, isso tudo somente serd feito depois que vocé autorizar sua
participagdo no estudo, entregando um documento assinado por vocé ou por seu
representante legal. Esse documento sera entregue em duas vias, para que uma copia fique
com vocé (ou seu representante legal) e outra com os pesquisadores. Além disso, todos os
custos para a realizacdo das consultas e exames serdo de inteira responsabilidade da equipe
pesquisadora. Informamos também que vocé podera desistir de permanecer na pesquisa a
qualquer momento e sem nenhum prejuizo para seu atendimento médico nesta instituigao.
O sangue coletado sera armazenado para fins de pesquisa. Ele podera ser utilizado para
outros fins somente mediante a sua autorizagdo por escrito, tanto no presente termo de
consentimento, como em documentos futuros. Solicitaremos sua autorizagdo para qualquer
nova pesquisa para a qual pensarmos em aproveitar seu material armazenado. Por isso,

ficaremos com seu telefone e endereco.

Os riscos envolvidos nessa pesquisa estdo relacionados a coleta de sangue: mal-estar
passageiro, mancha roxa no local e cansaco. Vocé também pode apresentar desconforto ou
cansago relacionado com a realizagdo do exame clinico e neurologico padrao. Seu nome

serd mantido em sigilo pelos pesquisadores envolvidos no estudo. Os seus dados clinicos e
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laboratoriais serdo utilizados somente para esta pesquisa e, se aparecerem em publicagoes,
serdo de forma andnima, sem possibilidade alguma de que vocé possa ser identificado.

Os resultados dos exames realizados no seu material (sangue) ficardo guardados em bancos
de dados protegidos e de forma andnima, aos quais terdo acesso somente os pesquisadores
envolvidos. Nenhum resultado seu sera divulgado ou liberado para terceiros.

Marque a sua resposta a cada um desses itens:

1. Vocé teve acesso as informacgdes dadas pelo pesquisador que vai realizar a
pesquisa? Ficou com essas informagdes?

( )Sim ( )Nao

2. Vocé pdde fazer perguntas a respeito do teste?

( )Sim ( )Nao

3. Vocé entendeu que os resultados dos testes laboratoriais serdo utilizados
somente para pesquisa e que estardo armazenados de forma sigilosa e
andnima?

( )Sim ( )Nao

4. Quais médicos ¢ estudantes conversaram com vocé sobre esses testes ¢
estudos?

5. Vocé entendeu que vocé estd livre para sair do estudo a qualquer momento
sem precisar dar qualquer explicacdo e sem que isso afete o seu atendimento
médico aqui?

( )Sim ( )Nao

6. Vocé concorda em participar desse estudo?

() Sim, e autorizo o contato com meus descendentes listados abaixo:
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( ) Nao

7. Vocé quer receber o resultado da sua investigacao?

( )Sim ( )Nao

8. Vocé concorda que a sua amostra seja armazenada na nossa institui¢ao?

( )Sim ( )Nao

ENACTCCO: oo e e e e e et e e e e earaaaaan
TRICTOME: ...ttt et ettt e e et e bt e et e e bt e eateenee
MEAICO (ASSINALUTA):..cuvvieeereeeiieeeiieeeieeeeieeeeteeesteeesssaeessaeeesaeeaseeessseeessseeensseesssseesnseens
Data:....../ .../ ......

Pesquisador Executor: Raphael Machado de Castilhos

Pesquisador Responsavel: Dra. Laura Bannach Jardim

Endereco e telefone da pesquisadora | Endereco e telefone do Comité de Etica em
responsavel, Laura Bannach Jardim Pesquisa

Servigo de Genética Médica do HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos 2350

Rua Ramiro Barcelos 2350 90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil

90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil 20 andar, sala 2227

Tel.: (51) 3359-8011 Fone/Fax: 51 3359-7640
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Fax: (51) 3359-8010

TCLE para o projeto biomarcadores (individuos HD sintomaticos)

INFORMACOES AOS INDIVIDUOS COM DIAGNOSTICO DE DOENCA DE HUNTINGTON

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa chamado “Analise da carnitina

na doenca de Huntington™ por apresentar o diagndstico de doenca de Huntington.

Esta ¢ uma pesquisa que tem por objetivo principal avaliar o papel da carnitina na doenca de
Huntington. Essa substancia ¢ muito importante para o correto funcionamento do organismo e o
objetivo da pesquisa ¢ avaliar se os seus niveis no sangue estdo alterados nos individuos com o
diagnostico da doenga de Huntington. Essa informacao ¢ importante para entendermos melhor o

funcionamento da doenga.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Sua participagdo nesta pesquisa, caso esteja de acordo com ela, envolvera duas visitas no
intervalo de um ano. Em cada uma dessas visitas, realizaremos uma entrevista clinica, um exame

neurologico e uma coleta de sangue.

Contudo, isso tudo somente sera feito depois que vocé€ autorizar sua participagdo no estudo,
entregando um documento assinado por vocé ou por seu representante legal. Esse documento sera
entregue em duas vias, para que uma copia fique com vocé (ou seu representante legal) e outra
com os pesquisadores. Além disso, todos os custos para a realizagdo das consultas serdo de inteira
responsabilidade da equipe pesquisadora. Informamos também que vocé podera desistir de
permanecer na pesquisa a qualquer momento € sem nenhum prejuizo para seu atendimento

médico nesta institui¢ao.
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BENEFICIOS, RISCOS E/OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS
A PARTICIPACAO NA PESQUISA

A sua participacdo nesta pesquisa nao trard beneficio direto, mas podera contribuir para o
aumento do conhecimento sobre a doenca de Huntington e os resultados poderdo auxiliar a

realizagdo de estudos futuros.

Os riscos envolvidos nessa pesquisa estdo relacionados a coleta de sangue: mal-estar passageiro,
mancha roxa no local e cansago. Vocé também pode apresentar desconforto ou cansago

relacionado com a realizagao do exame clinico e neuroldgico padrao.

Nao estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa. Vocé também

nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos na presente pesquisa.
CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS E DESTINO
DE SEUS MATERIAIS BIOLOGICOS

Seu nome sera mantido em sigilo pelos pesquisadores envolvidos no estudo. Os seus dados
clinicos serao utilizados somente para pesquisa e, se aparecerem em publicagdes, serdo de forma

andnima, sem possibilidade alguma de vocé ser identificado.

Os resultados dos exames realizados no seu material (sangue) ficardo guardados de forma
anoénima em bancos de dados protegidos, aos quais terdo acesso somente os pesquisadores

envolvidos. Nenhum resultado seu sera divulgado ou liberado para terceiros.

ESCLARECIMENTOS E CONTATOS

Todas as duvidas poderdo ser esclarecidas antes e durante o curso da pesquisa, através de contato

com o pesquisador responsavel, cujos dados estdo abaixo. Este projeto foi aprovado pelo Comité
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de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital de Clinica de Porto Alegre. O CEP é um 6rgio
institucional, independente dos interesses dos investigadores, que avalia os aspectos €ticos das

pesquisas e os corrige. O CEP podera ser contatado para esclarecimento de suas duvidas.

Nome do participante:

Assinatura:

Nome do responsavel (se aplicavel):

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura:

Local: Data: / /

Pesquisador Executor: Raphael Machado de Castilhos

Pesquisador Responsavel: Prof®. Laura Bannach Jardim

Endereco e telefone da pesquisadora | Endereco e telefone do Comité de Etica em
responsavel, Laura Bannach Jardim Pesquisa

Servigo de Genética Médica do HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos 2350

Rua Ramiro Barcelos 2350 90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil

90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil 20 andar, sala 2227

Tel.: (51) 3359-8011 Fone/Fax: 51 3359-7640

Fax: (51) 3359-8010 Atendimento das 8 as 17h
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TCLE para o projeto biomarcadores (individuos em risco de desenvolver HD)

INFORMACOES AOS FAMILIARES DE INDIVIDUOS COM DOENCA DE HUNTINGTON
Voceé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa chamado “Analise da carnitina na
doenca de Huntington™ por ser familiar de um individuo com o diagndstico de doenca de

Huntington e por apresentar risco de desenvolver a doenga.

Esta ¢ uma pesquisa que tem por objetivo principal avaliar o papel da carnitina na doenga de
Huntington. Essa substancia ¢ muito importante para o correto funcionamento do organismo e o
objetivo da pesquisa ¢ avaliar se os seus niveis no sangue estdo alterados nos individuos com o
diagnostico da doenga de Huntington. Essa informagdo ¢ importante para entendermos melhor o

funcionamento da doenga.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Sua participagdo nesta pesquisa, caso esteja de acordo com ela, envolvera duas visitas no intervalo
de um ano. Em cada uma dessas visitas, realizaremos uma entrevista clinica e uma coleta de
sangue, no qual o gene responsavel pela doenga de Huntington e a carnitina serdo estudados.

Contudo, isso tudo somente sera feito depois que vocé autorizar sua participacdo no estudo,
entregando um documento assinado por vocé. Esse documento sera entregue em duas vias, para
que uma copia fique com vocé e outra com os pesquisadores. Além disso, todos os custos para a
realizagao das consultas serdo de inteira responsabilidade da equipe pesquisadora. Informamos
também que vocé€ podera desistir de permanecer na pesquisa a qualquer momento € sem nenhum

prejuizo para seu atendimento médico nesta instituigao.

BENEFICIOS, RISCOS E/OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS
A PARTICIPACAO NA PESQUISA
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A sua participagdo nesta pesquisa ndo trara beneficio direto, mas podera contribuir para o aumento
do conhecimento sobre a doenga de Huntington e os resultados poderdo auxiliar a realizagdao de

estudos futuros.

Os riscos envolvidos nessa pesquisa estao relacionados a coleta de sangue: mal-estar passageiro,

mancha roxa no local e cansago.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa. Vocé

também nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos na presente pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS E DESTINO
DE SEUS MATERIAIS BIOLOGICOS

Seu nome sera mantido em sigilo pelos pesquisadores envolvidos no estudo. Os seus dados clinicos
serdo utilizados somente para pesquisa e, se aparecerem em publicacdes, serdo de forma anonima,

sem possibilidade alguma de vocé ser identificado.

Os resultados dos exames realizados no seu material (sangue) ficarao guardados de forma an6nima
em bancos de dados protegidos, aos quais terdo acesso somente os pesquisadores envolvidos.
Nenhum resultado seu sera divulgado ou liberado para terceiros. A analise molecular a ser
realizada em seu sangue ndo estara disponivel nem mesmo para vocé€. Ela ndo serd revelada a

ninguém, sendo guardada de forma anonima.

ESCLARECIMENTOS E CONTATOS

Todas as duvidas poderao ser esclarecidas antes e durante o curso da pesquisa, através de contato
com o pesquisador responsavel, cujos dados estdo abaixo. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Ftica em Pesquisa (CEP) do Hospital de Clinica de Porto Alegre. O CEP é um oérgio
institucional, independente dos interesses dos investigadores, que avalia os aspectos éticos das

pesquisas e os corrige. O CEP podera ser contatado para esclarecimento de suas duvidas.

115



Nome do participante:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura:

Local: Data: / /

Pesquisador Responsavel: Dra. Laura Bannach Jardim

Pesquisador Executor: Raphael Machado de Castilhos

Endereco e telefone da pesquisadora | Endereco e telefone do Comité de Etica em
responsavel, Laura Bannach Jardim Pesquisa
Servigo de Genética Médica do HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos 2350
Rua Ramiro Barcelos 2350 90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil
90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil 20 andar, sala 2227
Tel.: (51) 3359-8011 Fone/Fax: 51 3359-7640
Atendimento das 8 as 17h

116



Anexos

Unified Huntington’s Disease Rating Scale (UHDRS)

Unified Huntington’s Disease Rating Scale '99

Nome do individuo:
Data do exame:

Examinador:

Escore motor
Ocular Pursuit

0 - complete

1 - jerky

2 - interrupted/full range
3 - incomplete range

4 - cannot pursue

Horizontal: Vertical:

Saccade Initiation

0 - normal

1 - increased latency

2 - suppressible blinks/head movements to initiate
3 - unsuppressible head movements

4 - cannot initiate

Horizontal: Vertical:

Saccade Velocity
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0 - normal

1 - mild slowing

2 - moderate slowing

3 - severely slow, full range
4 - incomplete range

Horizontal: Vertical:

Dysarthria

0 - normal

1 - unclear, no need to repeat
2 - must repeat

3 - mostly incomprehensible
4 - mute

Tongue Protrusion

0 - normal

1 - <10 seconds

2 - <5 seconds

3 - cannot fully protrude
4 - cannot beyond lips

Finger Taps

0 - normal (15/5sec)

1 - mild slowing or reduction in amp.

2 - moderately impaired. may have occasional arrests (7- 10/15sec)
3 - severely impaired. Frequent hesitations and arrests

4 - can barely perform

Direita: Esquerda:

Pronate / Supinate

0 - normal

1 - mild slowing/irregular

2 - moderate slowing and irregular
3 - severe slowing and irregular

4 - cannot perform
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Direita: Esquerda:

Fist-Hand-Palm Sequence (Luria)

0 - >4 in 10 seconds without cues
1 - <4 in 10 sec. without cues

2 ->4 in 10 sec. with cues

3 -<41in 10 sec. with cues

4 - cannot perform

Rigidity-arms

0 - absent

1 - slight or only with activation
2 - mild/moderate

3 - severe, full range of motion
4 - severe with limited range

Direita: Esquerda:

BradyKkinesia

0 - normal

1 - minimally slow

2 - mildly but clearly slow

3 - moderately slow

4 - marked slowing, long delays in initiation

Maximal Dystonia

0 - absent

1 - slight/intermittent

2 - mild/common or moderate/intermittent
3 - moderate/common

4 - marked/prolonged

Tronco:

Membro superior direito:

Membro superior esquerdo:
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Membro inferior direito:

Membro inferior esquerdo:

Maximal Chorea

0 - absent

1 - slight/intermittent

2 - mild/common or moderate/intermittent
3 - moderate/common

4 - marked/prolonged
Face:

Buco-oro-lingual:

Membro superior direito:
Membro superior esquerdo:
Membro inferior direito:

Membro inferior esquerdo:

Gait

0 - normal narrow base

1 - wide base, and/or slow

2 - wide base, walks with difficulty
3 - walks with assistance

4 - cannot attempt

Tandem Walking

0 - normal for 10 steps
1 - 1-3 deviations

2 - >3 deviations

3 - cannot complete

4 - cannot attempt
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Retropulsion

0 - normal

1 - recovers spontaneously
2 - would fall if not caught
3 - falls spontaneously

4 - cannot stand

Escore Total:

Escore Comportamental

Depressed Mood

Frequency

“Within the past month, how often have
you been feeling sad, down or
“blue’7?”

0 = never or almost never

1 = seldom, less than once a week

2 = sometimes, at least once a week
3 = frequently, several times a week

4 = very frequently, most of the time

Severity

“How has your mood affected your
daily activities?” [Evidence of sad
mood from behavioral observation
includes sad voice or expression,
tearfulness.]

0 = no mood disturbances

1 = questionable or equivocal

2 = mild, responds to redirection and
reassurance

3 = moderately depressed, expresses
distress

4 = severe, significant suffering and
loss of functioning

Apathy

Frequency

“Within the past month, how often have
you found that you have lost interest in
things that used to be important to you?
For example, are you just as interested as
always in trying new things, starting new
projects, or do you sit around a lot doing

Severity

“How has apathy impacted your ability to
carry out daily activities?”

0 =no evidence

1 = equivocal

2 = mild apathy — subject not initiating
conversation or activity but is responsive
3 moderate apathy sometimes
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nothing?”” [Apathy is a lack of interest or
emotional involvement in things. Apathy
is reflected behaviorally by neglecting
hygiene, being inactive, doing little
unless told to by someone else, failing to
initiate conversation. ]

0 = never

1 = seldom apathetic, less than once a
week

2 = sometimes, at least once a week
3 = frequently, several times a week

4 = very frequently, most all the time

responds to efforts to get involved in
conversation/activities

4 = severe apathy — generally
unresponsive to attempts to involve
subject in activities or conversation

Low self-esteem / Guilt

Frequency

“Within the past month, how often have
you been feeling badly about yourself?”
For example, thinking or saying that you
are a failure or blaming yourself for
things.

Severity

“How have these feelings affected your
daily activities?”

0 =no evidence

1 = questionable or equivocal

2 = mild, responds to reassurance

3 = moderate, impacts on everyday life

4 = severe, causing a restriction of

0 = never or almost never activities
1 = seldom, less than once a week
2 = sometimes, at least once a week
3 = frequently, several times a week
4 = very frequently, most all the time

Suicidal thoughts
Frequency Severity

“Within the past month, how often have
you thought about hurting yourself or

“Do you have a plan in mind to end it all?
Have you taken any steps toward
carrying out your plan?”
0 = no suicidal thoughts
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ending it all?”

0 = not thinking about suicide or self-
harm

1 = seldom thinking about suicide-less
than once a month

2 = sometimes thinking about suicide-at
least once a month

3 = frequently thinking about suicide-at
least once a week

4 = often thinks about suicide-sometimes
for days and weeks on end

1 = no thoughts at current time, but
person talks about suicide as a potential
option

2 = seriously considered suicide but has
no plan

3 =has a plan, but no active preparations
4 = has a plan and is actively preparing

Anxiety

Frequency

“Within the past month, how often have

you found yourself worrying about
things?”” [Evidence of anxiety includes
worrying, panic, or feeling fearful].

0 = never or almost never

1 = seldom, less than once a week

2 = sometimes, at least once a week
3 = frequently, several times a week

4 = very frequently, most all the time

Severity

“How much has nervousness or worry
affected your daily activities?”

0 =no evidence

1 = questionable or equivocal

2 = mild, responds to reassurance

3 = moderate, impacts on everyday life

4 = severe, causing a profound restriction
of activities

Irritable Behavior

Frequency

“In the past month, how often have you
felt impatient, irritable, or “cranky”?”

0 =never or almost never

Severity

“How has irritability impacted your
ability to get along with others?”

0 = behavior well controlled
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1 = seldom, less than once a week
2 = sometimes, at least once a week
3 = frequently, several times a week

4 = very frequently, most all the time

1 = questionable or equivocal
2 = definite but mild

3 = moderate, others change their
behavior to avoid irritating subject

4 = severe irritability

Disruptive or Aggressive behavior

Frequency

“Within the past month, how often have

you had emotional or temper outbursts?
How often have you had times when you
lost control of yourself?”

0 = never or almost never

1 = seldom, less than once a month
2 = sometimes, at least once a month
3 = frequently, at least once a week

4 = very frequently, everyday

Severity

“Have you used threats or hostile words?
Have you hit or shoved or thrown things
or expressed your temper in a physical
way?”

0 = behavior well controlled

1 = verbal threats or intimidating
behavior

2 = mild physically or verbally
threatening behavior

3 = clear physical threat (moderately
aggressive), bumping, shoving, verbal
outburst

4 = clear physical threat, (severe
aggression) striking/hitting, or definite
intention to cause injury

Perseverative / Obsessional Thinking

Frequency

“Within the past month, how often have
you found yourself getting stuck on
certain ideas? How often have you been
bothered by thoughts, images, or fears
that keep coming back even if you try not
to have them?”

Severity

“How do repeated thoughts impact your
daily life?”

0 = thinking is always flexible
1 = questionable or equivocal

2 = gets stuck on certain ideas but can be
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0 = never or almost never

1 = seldom, less than once a week

2 = sometimes, at least once a week
3 = frequently, several times a week

4 = very frequently, most all the time

easily redirected

3 = moderate-gets stuck on certain ideas,
difficult to redirect

4 = severe-gets stuck on certain ideas,
and does not respond to redirection

Compulsive Behavior

Frequency

“Within the past month, how often have
you found yourself doing certain things

over and over again (counting, washing,
checking)?”

0 = never or almost never

1 = seldom, less than once a week

2 = sometimes, at least once a week
3 = frequently, several times a week

4 = very frequently, most all the time

Severity

“Are you unable to resist doing some of
these things?”

0 = behavior is always well controlled

1 = equivocal-has mild impulse not
sufficient act on

2 = mild-has impulse, acts on impulse,
but can stop

3 = moderate-has impulse, acts on it and
sometimes cannot stop

4 = severe-has impulse, acts on it and
cannot stop

Delusions

Frequency

“How often does it seem like people are
out to get you, people are controlling
you, or you are very suspicious of others?
Do you have special powers or
importance?”

0= no evidence

Severity

“When you feel suspicious (insert
delusion here), are you able to convince
yourself that it is not rational?” [Severity
should reflect the behavior’s impact on
the individual’s ability to carry out daily
activities as indicated by response
choices.]
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1= seldom, less than once a month
2= sometimes, at least once a month
3= frequently, at least once a week

4 = very frequently, sometimes for days
on end

0 = no evidence

1 = has delusional idea(s), not sure it is
true

2 = convinced of idea(s) but allows that
the idea is not true

3 = utterly convinced of the idea(s), but
not acting on them

4 = utterly convinced of the idea(s),
behavior is determined by the delusion(s)

Hallucinations

Frequency

“How often have you heard things that
other people couldn’t hear, or seen
things that other people couldn’t see?”

0 = no evidence of hallucinations

1 = seldom, less than once a month
2 = sometimes, at least once a month
3 = frequently, at least once a week

4 = often, sometimes for days on end

Severity

“When you see or hear things (insert
hallucination here), are you able to
convince yourself that it is not rational?”
[Severity should reflect the behavior’s
impact on the individual’s ability to carry
out daily activities as indicated by
response choices. |

0 = no evidence

1 = has hallucinations, but not sure that
they are real

2 = convinced of the reality of the
hallucinations but allows that it is
possible that they are not real, and not
acting on them

3 = utterly convinced of the
hallucinations being real, but not acting
on them

4 = severe-has hallucinations that are
vivid, subject is utterly convinced they
are real and the hallucinations impact
behavior
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Escores funcionais

Functional Assessment

Yes or No

Could subject engage in gainful employment in his/her accustomed work?
Could subject engage in any kind of gainful employment?

Could subject engage in any kind of volunteer or non-gainful work?
Could subject manage his/her finances (monthly) without any help?
Could subject shop for groceries without help?

Could subject handle money as a purchaser in a simple cash (store) transaction?
Could subject supervise children without help?

Could subject operate an automobile safely and independently?

Could subject do his/her own housework without help?

Could subject do his/her own laundry (wash/dry) without help?

Could subject prepare his/her own meals without help?

Could subject use the telephone without help?

Could subject take his/her own medications without help?

Could subject feed himself/herself without help?

Could subject dress himself/herself without help?

Could subject bathe himself/herself without help?

Could subject use public transportation to get places without help?

Could subject walk to places in his/her neighborhood without help?

Could subject walk without falling?

Could subject walk without help?
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Could subject comb hair without help?

Could subject transfer between chairs without help?

Could subject get in and out of bed without help?

Could subject use toilet/commode without help?

Could subject’s care still be provided at home?

Independence Scale

Please indicate the most accurate current level of subject’s independence

100 | No special care needed avoided

090 | No physical care needed if difficult tasks are avoided.

080 | Pre-disease level of employment changes or ends; cannot perform household
chores to pre-disease level, may need help with finances

070 | Self-care maintained for bathing, limited house-hold duties (cooking and use
of knives), driving terminates; unable to manage finances

060 | Needs minor assistance in dressing, toileting, bathing; food must be cut for
patient

050 | 24-hour supervision appropriate; assistance required for bathing; eating,
toileting

040 | Chronic care facility needed; limited self-feeding, liquified diet

030 | Patient provides minimal assistance in own feeding, bathing, toileting

020 | No speech, must be fed

010 | Tube fed, total bed care
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Functional Capacity

OCCUPATION
0 = unable
1 = marginal work only

2 =reduced capacity for usual job

3 = normal
FINANCES
0 = unable

1 = major assistance

2 = slight assistance

3 = normal
DOMESTIC CHORES
0 = unable

1 = impaired

2 =normal

ADL

0 = total care

1 = gross tasks only

2 = minimal impairment

3 = normal

CARE LEVEL

0 = full time skilled nursing
1 = home or chronic care

2 =home
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TOTAL:
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Escalas cognitivas
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Teste de Associagédo de Simbolos e Digitos
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Fluéncia Verbal fonoldgica (FAS)
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