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Resumo 

 

Introdução: Distonia é um distúrbio do movimento de ordem neurológica, 

caracterizado por contrações involuntárias que levam a movimentos e/ou posturas 

anormais, que podem ocorrer em uma parte isolada ou no corpo todo. Os estudos em 

distonia têm avançado devido ao aprimoramento das tecnologias de sequenciamento. 

A descoberta de novos genes e suas variantes alélicas patogênicas vêm possibilitando 

a identificação de proteínas envolvidas na fisiopatologia das distonias e que 

comprometem vias metabólicas importantes quando não funcionais. Hoje, o diagnóstico 

genético em distonia já é um elemento utilizado para definição de prognóstico, 

auxiliando na indicação de tratamentos específicos, principalmente, em relação ao 

tratamento cirúrgico, e, na reclassificação de casos esporádicos ou familiares tidos 

como idiopáticos. Objetivos: Padronizar a análise molecular dos principais genes 

descritos, identificando variantes potencialmente patogênicas em indivíduos brasileiros 

com distonia idiopática e caracterizando-as conforme seu grau de patogenicidade para 

correlações genótipo-fenótipo. Métodos: Através do projeto “Rede Brasileira para 

Estudo das Distonias”,     indivíduos com distonia idiopática isolada ou combinada 

foram investigados para variantes alélicas nos genes TOR1A, TUBB4A, GCH1, TH, 

DDC, THAP1, SGCE, ATP1A3, PRKRA, CIZ1, ANO3, GNAL e KCTD17 através de um 

painel de genes customizado TruSeq® Custom Amplicon (Illumina), com 

sequenciamento no sistema MiSeq (Illumina). As sequências obtidas foram alinhadas 

ao genoma humano de referência e as variantes alélicas foram caracterizadas por 

análises in silico quanto ao seu potencial patogênico e correlação com o fenótipo. 

Modelagem molecular por homologia in silico foi realizada para avaliação do impacto 

da variante na função e conformação proteica. Resultados: Nesse estudo, em 16% 

dos probandos selecionados, identificamos 25 variantes alélicas com possível 

contribuição causal para distonia na maioria dos genes investigados no painel, 

incluindo variantes já estabelecidas como causa de distonia nos genes TOR1A, 

THAP1, GCH1 e PRKRA. Inusitadamente, DYT-PRKRA foi uma causa importante de 

distonia em nossa amostra, responsável por cerca de 4% dos casos, sem 

parkinsonismo. Novas variantes no gene CIZ1, GNAL e KCTD17 correlacionaram com 

o fenótipo de distonia cervical com surgimento na fase adulta, porém, mioclonia 

descrita em casos DYT-KCTD17 não foi observada no probando desse estudo. No 

gene DDC, identificamos uma inserção que resulta na alteração na matriz de leitura e 
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um códon de parada prematuro com alto impacto na função proteica, segundo análises 

in silico, em um caso de distonia-parkinsonismo. Conclusões: Através desse estudo, 

foi possível confirmar o papel dos genes TUBB4A, CIZ1 e KCTD17 como causa de 

distonia em nossa amostra, sendo esse o primeiro estudo de confirmação em 

indivíduos brasileiros e, diferente de outros estudos, PRKRA foi uma causa frequente. 

Além disso, descrevemos 10 novas variantes caracterizadas conforme seu potencial 

patogênico. Em relação à etiologia da distonia, embora estudos funcionais sejam 

necessários para confirmar a patogenicidade das variantes identificadas nesse estudo, 

nossos resultados demonstram causas genéticas entre casos idiopáticos em nossa 

amostra, com maior eficácia nos casos de início precoce. 

 

Descritores: Distonia/genética; Variação genética; Transtornos dos movimentos 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Distonia 

 

Distonia é um distúrbio do movimento de caráter hipercinético. É 

caracterizada por contrações musculares, geralmente iniciadas por ação voluntária, 

que levam a movimentos e/ou posturas de torção anormais, frequentemente repetitivos, 

que podem ocorrer de forma intermitente ou sustentada e serem acompanhados de 

tremor. Tais movimentos distônicos afetam diretamente a qualidade de vida dos 

indivíduos acometidos (conforme a gravidade dos sintomas e os locais afetados), seja 

por fatores como dor, fadiga, alterações no sono, incapacitação para atividade 

profissional e até mesmo impedimento da realização de tarefas diárias simples.  ,   

Considerado a princípio um distúrbio psicogênico1, distonia passou a 

ser discutida como um distúrbio do movimento, quando Oppenheim, em 1911, 

descreveu o quadro clínico de alterações tônico-musculares (alternantes entre 

hipotonia e hipertonia), sem evidências de atrofia, fraqueza muscular ou perda 

sensorial. Nos 30 anos seguintes, com a descrição de outros casos, expandiu-se o 

espectro fenotípico da distonia, ora ocorrendo como um sintoma, ora associada à outra 

doença ou simplesmente ocorrendo como um distúrbio isolado.(3–   

Como nenhum fator causal foi identificado através de análises 

anatomopatológicas, principalmente quando a distonia ocorria de forma isolada, sua 

origem psicogênica permaneceu como causa durante anos. Até que em 1942, estudos 

de eletromiografia se mostraram eficazes em diferenciar distonia de outros distúrbios 

do movimento, visto que, tal exame possibilita a identificação dos músculos que estão 

ou não sendo contraídos durante a realização de um determinado movimento. Com 

base nessa informação, Ernst Herz utilizou-se dessa técnica em indivíduos com 

distonia isolada, e constatou que tais alterações do tônus muscular (os chamados 

movimentos distônicos) ocorriam porque músculos agonistas e antagonistas de um 

movimento contraíam-se simultaneamente. Tal descoberta confirmou distonia como um 

distúrbio do movimento distinto dos outros, com origens orgânicas e não 

exclusivamente psicogênicas.  ,   

                                                           
1
 Psicogênico – de origem e desenvolvimento psicológico; causa psíquica que explica uma mudança de 

comportamento ou revela um sintoma. 



  

 

A partir de então, para que houvesse um reconhecimento mais 

amplo dessa condição em diversas populações, tornou-se necessário estabelecer 

critérios claros de definição e classificação da distonia, os quais se alteraram ao longo 

dos anos até o último consenso internacional realizado em 2013, no qual foi baseado 

esse manuscrito.    

 

1.2 Classificação 

 

A classificação da distonia passou por constantes reformulações, a 

fim de se adequar ao conhecimento científico atual. Critérios mais definidos e 

esquemas mais abrangentes foram e continuam sendo propostos, de forma que 

representem as diversas manifestações clínicas e causas conhecidas. Hoje, distonia é 

classificada conforme dois eixos principais: características clínicas e etiologia, descritos 

a seguir.  ,   

Eixo I. Características clínicas: descrevem o grau de 

acometimento da distonia no indivíduo, sendo elas: 

 Idade de início dos sintomas: 

  Primeira infância (do nascimento aos 2 anos); 

 Segunda infância (dos 3 aos 12 anos); 

 Adolescência (dos 13 aos 20 anos); 

 Fase adulta inicial (dos 21 aos 40 anos); 

 Fase adulta tardia (acima dos 40 anos). 

 Distribuição corporal:  

 Focal (somente uma região afetada); 

 Segmentar (duas ou mais regiões adjacentes afetadas); 

 Multifocal (duas ou mais regiões não adjacentes afetadas); 

 Hemidistonia (quando a maioria das regiões de um lado do 

corpo estão afetadas); 

 Generalizada (tronco e pelo menos outras duas regiões 

afetadas). 

 Padrão temporal (em relação ao curso da doença): 

 Estático (quando não há expansão dos sintomas para outras 

regiões); 



  

 

 Progressivo (quando tende a atingir outras regiões do corpo 

com o passar do tempo). 

 Padrão temporal (em relação à variabilidade de ocorrência): 

 Persistente (quando os sintomas persistem ao longo do dia); 

 Ação-específica (quando a distonia ocorre mediante a 

realização de um movimento específico); 

 Flutuação-diurna (quando há alteração da gravidade dos 

sintomas durante o dia); 

 Paroxística (após episódios repentinos, desencadeados por um 

gatilho). 

 Eventos associados: 

 Distonia isolada (quando distonia é a única característica 

clínica, com exceção de tremor); 

 Distonia combinada (quando ocorre com outro distúrbio do 

movimento e / ou manifestação sistêmica / neurológica). 

Eixo II. Etiologia: descreve a causa e origem do distúrbio, onde 

cabe destacar se há: 

 Mudança anatômica identificável:  

 Lesão estrutural ou degeneração. 

 Causa genética:  

 Autossômica dominante; 

 Autossômica recessiva; 

 Ligada ao cromossomo X; 

 Mitocondrial. 

 Causa secundária (evidência de distonia adquirida): 

 Injúria cerebral perinatal, infecção, drogas, neoplasia, entre 

outros. 

 Idiopática: onde nenhuma causa etiológica foi identificada. 

 

 

 



  

 

1.3 Diagnóstico 

 

O diagnóstico consiste, principalmente, em delineamento e avaliação 

clínica, a partir de uma boa anamnese e exame neurológico. Todavia, distonia é muito 

heterogênea tanto clínica quanto etiologicamente. Pode iniciar em qualquer faixa etária 

e região corporal, de forma isolada ou combinada com outros distúrbios e demonstra 

variados graus de acometimento e incapacitação.  , ,   

Exames complementares como eletromiografia, testes laboratoriais e 

de neuroimagem devem ser considerados em casos duvidosos ou quando há suspeita 

de distonia por causas secundárias. Testes genéticos são mais úteis nos casos 

generalizados de início precoce, quando há história familiar positiva (com suspeita de 

herança genética) ou em casos com fenótipos atípicos (com características clínicas 

distintas das observadas na rotina médica e que dificultam o diagnóstico clínico), nos 

quais têm demonstrado maior eficácia em relação a alguns fatores como tempo, custo 

e precisão diagnóstica.(1,8–    

No Brasil, assim como ocorre com outras doenças raras, o 

diagnóstico depende da educação e treinamento continuado dos profissionais que 

atuam na atenção básica à saúde, os quais são responsáveis pelo encaminhamento 

dos casos suspeitos aos centros de atendimento especializado. Tais centros de 

atendimento especializado são capazes de realizar o diagnóstico, definir uma 

estratégica terapêutica, realizar aconselhamento genético, acompanhamento 

profissional e investigação da causa para melhor definição do prognóstico.     

Mundialmente, encaminhamento especializado e diagnóstico por 

vezes é difícil, com demora de meses até anos, sujeito a tratamentos intermediários 

inadequados. Estudos realizados no Canadá, Estados Unidos e Itália demonstraram 

que o acesso ao diagnóstico e tratamento da distonia é demorado, principalmente nas 

formas focais e segmentares de surgimento no adulto. Os indivíduos consultam 

diversos médicos (em média 3 profissionais, segundo estudo canadense), com uma 

demora de 1 até 5 anos para o diagnóstico final.(12–    A variabilidade dos movimentos 

involuntários, a dependência de experiência e vivência clínica e a própria 

heterogeneidade da distonia são fatores que dificultam e contribuem para a demora e 

incerteza no diagnóstico.  ,    



  

 

Contudo, tal demora entre o surgimento dos sintomas e o 

diagnóstico tem reduzido nos últimos anos à medida que novos critérios diagnósticos 

para distonia são discutidos, novos sistemas de definição e classificação são 

divulgados, profissionais de atenção básica são devidamente treinados e a divulgação 

da distonia se difunde no meio popular.  ,    

 

1.4 Tratamento 

 

Como ainda não há cura para distonia, o tratamento se baseia no 

alívio das contrações musculares. Atualmente, é realizado através das seguintes 

abordagens, ajustadas a cada indivíduo, conforme o local e grau de acometimento dos 

sintomas: 1. Medicações orais, tais como agentes dopaminérgicos, anticolinérgicos, 

benzodiazepínicos e relaxantes musculares; 2. Fármacos biológicos injetáveis, como a 

toxina botulínica; 3. Terapias de reabilitação física ocupacional e 4. Cirurgia de 

estimulação cerebral profunda (ECP) (ou deep brain stimulation – DBS).  ,   

No Brasil, a cada dois anos, o Ministério da Saúde divulga 

recomendações de estratégias terapêuticas para uso no Sistema Único de Saúde 

(SUS). No geral, após teste inicial com levodopa, devem ser considerados outros 

tratamentos farmacológicos orais, seguidos pelo uso da toxina botulínica com 

aplicações intervaladas de 3 a 4 meses, conforme resposta clínica.     

Mediante casos com diagnóstico caracterizado, tratamentos 

específicos são realizados levando em consideração a etiologia, o mecanismo de ação 

e o prognóstico da distonia.    Para as formas focais, a toxina botulínica é o tratamento 

mais utilizado e indicado, mesmo demonstrando efeito temporário e alívio parcial da dor 

associada às contrações musculares. Para as formas generalizadas, a ECP tem 

demonstrado melhora significativa dos sintomas, principalmente em distonia isolada, 

porém, é um procedimento de alto custo e maior risco.(17–    

Outras características, tais como depressão, ansiedade, alterações 

no sono e fobia social são frequentemente observadas nos indivíduos acometidos e 

devem ser consideradas na estratégia de tratamento, uma vez que interferem 

diretamente na qualidade de vida. Elas podem ter relação com vias intrínsecas à 

fisiopatologia da distonia ou serem secundárias aos fatores como dor, isolamento social 

e limitação física para realização de atividades diárias.   ,    



  

 

1.5 Epidemiologia 

 

Distonia é considerada uma doença rara. A maioria dos dados 

epidemiológicos disponíveis são de estudos realizados por centros de atendimento 

especializado, que têm como base os pacientes acompanhados nesses locais. As 

abordagens metodológicas desses estudos são variadas e muitas vezes se baseiam 

especificamente em subgrupos fenotípicos conforme grau de acometimento, fase de 

início dos sintomas e etiologia. Portanto, estudos epidemiológicos em distonia são 

parciais e desiguais, em consequência da própria heterogeneidade desse distúrbio. 

Além disso, o diagnóstico constatado no momento da avaliação pode variar com o 

passar do tempo após identificação de causas secundárias ou reclassificação para 

outras patologias.(22–    

Em 2010, após estudo de revisão sistemática, distonia foi reportada 

como o terceiro distúrbio do movimento mais comum, após tremor essencial e doença 

de Parkinson, com uma prevalência estimada de 2 a 50 casos por milhão para distonia 

de início precoce (abaixo dos 20 anos de idade) e de 30 a 7320 casos por milhão para 

as de início tardio (após os 20 anos de idade).     Por outra perspectiva, em 2012, um 

estudo de metanálise da literatura estimou a prevalência global de 16,43 casos a cada 

100.000 habitantes para distonia primária (sem causa adquirida).     

No geral, há constatações uniformes entre os estudos realizados, 

tais como: - Distonia focal de surgimento no adulto é a forma mais frequente, 

principalmente com acometimento cervical ou como blefaroespasmo (prevalência de 27 

a 600 casos por milhão); - Mulheres possuem mais chances de serem afetadas nas 

formas focais, com exceção da cãibra do escrivão que é mais frequente em homens; - 

História familiar positiva é observada em cerca de 20% dos casos; e - 

aproximadamente 70% dos casos de distonia isolada são idiopáticos.(22,24,35,27–    

A maioria dos estudos epidemiológicos foram realizados em países 

europeus. Recentemente, no Brasil, foi estimada uma prevalência de 19,8 casos a 

cada 100.000 habitantes para distonia primária (sem causa secundária), considerando 

a população da cidade de Ribeirão Preto, São Paulo.     Não há boletins 

epidemiológicos disponíveis na plataforma do Ministério da Saúde (consulta realizada 

em 10/05/2019 em: portalms.saude.gov.br/boletins-epidemiologicos) e o sistema 

portalms.saude.gov.br/boletins-epidemiologicos


  

 

TABNET (DATASUS)2 não indica dados de morbidade hospitalar do SUS específicos 

para distonia (consulta realizada em           ). 

 

1.6 Fisiopatologia 

 

Para a realização de um movimento voluntário, é necessário que 

ocorra a contração do músculo agonista (responsável pela realização do movimento) e 

relaxamento do músculo antagonista (que se opõe ao movimento selecionado). O 

sistema motor determina e controla os impulsos necessários para a produção do 

movimento ou postura e quanto mais sincronizado e aperfeiçoado esse processo de 

contração e relaxamento, mais eficaz será o movimento. Tal abordagem ocorre para 

movimentos que exercem tanto a função de contração quanto sustentação e 

estabilização muscular, associados a parâmetros específicos como velocidade, tempo, 

força e distância conforme percepção espacial e sensorial. 

Movimentos distônicos resultam da perda desse sincronismo motor, 

desencadeando a contração simultânea e desordenada de músculos agonistas e 

antagonistas do movimento requerido, gerando assim um movimento ou uma postura 

de torção. Essa foi uma das primeiras evidências que fundamentaram a hipótese de 

que distonia resulta de perturbações no sistema neurológico motor, a partir de 

alterações na circuitaria motora cinética (que seleciona impulsos para realização do 

movimento) em relação à circuitaria motora estática (que seleciona impulsos 

necessários para estabilizar o movimento). Tais alterações estariam relacionadas à 

estruturas e vias neurais especificamente comprometidas (seja por danos estruturais 

ou moleculares), somadas à alterações no processo de iniciativa motora (considerando 

que movimentos voluntários dependem de estímulos internos e externos) ou na 

integração sensório-motora (conforme interação do corpo com o meio no qual está 

inserido).  ,   

 

 

 

                                                           
2
 Disponível em: http://www2.datasus.gov.br/DATASUS/index.php?area=0203 

http://www2.datasus.gov.br/DATASUS/index.php?area=0203


  

 

1.7 Estruturas anatômicas envolvidas 

 

Anatomicamente, o sistema neurológico motor é composto por 

diversas estruturas, como o córtex, os núcleos da base, o cerebelo, o hipocampo e o 

tálamo. Essas estruturas trabalham em conjunto, interagindo entre si, a fim de manter o 

controle postural, planejar, controlar e executar movimentos específicos, além de 

aprender novas vias motoras durante o desenvolvimento.   ,    

Distonia é o principal distúrbio do movimento resultante de lesões no 

globo pálido e putâmen, o que inicialmente evidenciou o papel dos núcleos da base em 

sua fisiopatologia.      

Os núcleos da base são estruturas subcorticais, organizadas 

somatotopicamente com áreas do córtex. Possuem estruturas de entrada, de 

processamento e de saída de estímulos, caracterizadas conforme os 

neurotransmissores envolvidos. Por meio de circuitos de comunicação extremamente 

coordenados, estabelecidos com áreas motoras do córtex e o tálamo, os núcleos da 

base são responsáveis por modular e ajustar o movimento iniciado, selecionando os 

comandos necessários enquanto inibe movimentos contrários. Ademais, possui outros 

circuitos em conjunto com o núcleo acumbens, o hipocampo e o lobo límbico, 

implicados nos processos de aprendizado motor e associação de movimentos às vias 

emocionais.   ,  ,  ,    Os núcleos da base são divididos em: estriado, globo pálido, 

núcleo subtalâmico e substância negra (SN).  

O estriado, constituído pelo núcleo caudado e pelo putâmen, é a 

maior e principal estrutura de entrada dos núcleos da base. Sua porção dorsal está 

relacionada com áreas do córtex motor e pré-motor estabelecendo a circuitaria motora, 

enquanto suas porções ventral e medial estão relacionadas com áreas do córtex 

cingulado, orbitofrontal e pré-frontal constituindo os circuitos límbico e associativo. Em 

sua maioria, é composto por neurônios de projeção caracterizados por dendritos 

espinhosos e axônios longos (também descritos como neurônios espinhosos médios - 

NEMs), e em minoria, por interneurônios que possuem axônios menores e dendritos 

sem espinhos. O globo pálido processa as informações recebidas do estriado. É 

dividido em globo pálido interno (GPi), que inibe diretamente a atividade talâmica, e 

globo pálido externo (GPe) que inibe tonicamente o núcleo subtalâmico (NST), que por 

sua vez, regula a atividade do GPi. A SN, dividida em pars compacta e pars reticulata, 



  

 

atua, entre outras funções, na modulação da atividade estriatal, além de também ser 

uma estrutura de saída inibitória ao tálamo (Figura 1).(36,40–    

 

 
Corte coronal do cérebro demonstrando os núcleos da base, divididos em: estriado (composto pelo 
núcleo caudado e pelo putâmen), globo pálido (divido em globo pálido externo - GPe e globo pálido 
interno - GPi), núcleo subtalâmico (NST) e substância negra (SN). 
Fonte: Bear MF, Connors BW, Paradiso MA. Neurociências: desvendando o sistema nervoso. 3a ed. 
Traduzido por Carla Dalmaz. Porto Alegre: Artmed; 2008. Cap. 14. Controle encefálico do movimento 
p.452-78. Figura 14.   Os núcleos da base e estruturas associadas; p.465. 
Figura  . Núcleos da base 

 

Além dos núcleos da base, o envolvimento de outras estruturas 

neurais tem sido descrito. Modelos animais, farmacológicos e genéticos, juntamente 

com dados experimentais em humanos, indicam a contribuição do tálamo, do córtex e 

do cerebelo na fisiopatologia da distonia, uma vez que, tais estruturas possuem 

funções neurológicas independentes mas também complementam o sistema 

motor.   ,    

O tálamo é uma central de mecanismos sensoriais, motores e 

cognitivos. Possui diversos núcleos que recebem estímulos provenientes do córtex, da 

SN, do globo pálido, do cerebelo e de vias sensoriais periféricas e núcleos que enviam 

estímulos de volta ao córtex e ao estriado.      

Em relação ao cerebelo, estudos recentes têm indicado que lesões 

nessa estrutura e alterações na atuação das células de Purkinje resultam em 

movimentos distônicos topograficamente relacionados com as regiões afetadas, onde 

alterações no vérmis (região central do cerebelo) estariam relacionadas com 

manifestação dos sintomas no tronco corporal, enquanto alterações nos hemisférios 

cerebelares estariam relacionadas com manifestação dos sintomas nos membros.   ,    



   

 

1.8 Circuitaria motora 

 

A circuitaria motora envolvida na realização de movimentos 

voluntários ocorre por meio de circuitos e vias de sinalização, na qual a informação 

recebida pelo córtex é transmitida aos núcleos da base, desses ao tálamo, do tálamo 

de volta para o córtex e desse para diversos componentes do sistema nervoso central 

e periférico. Tais circuitos motores são estabelecidos por meio de estímulos 

excitatórios, inibitórios e estímulos moduladores dependentes de receptores 

específicos, que se moldam e se adaptam conforme as particularidades 

comportamentais do indivíduo (Figura 2). A interação entre esses circuitos aumenta ou 

diminui a atividade do tálamo sobre áreas corticais, por meio de uma via direta que 

busca permitir a realização do movimento desejado e uma via indireta que inibe 

movimentos contrários.   ,  ,    

 

 
A circuitaria motora ocorre por meio de circuitos neurais estabelecidos entre o córtex, os núcleos da 
base e o tálamo. Essas estruturas interagem entre si por meio de estímulos excitatórios (seta verde, 
+), estímulos inibitórios (seta vermelha, -) e estímulos dependentes de receptores específicos (seta 
azul, + ou -). GPi: globo pálido interno. GPe: globo pálido externo. SNpc: substância negra pars 
compacta. SNpr: substância negra pars reticulata. NST: núcleo subtalâmico. D1 e D2: receptores de 
dopamina do tipo D1 e D2. Os sinais de mais (+) e menos (-) indicam efeito excitatório ou inibitório, 
respectivamente. 
Figura  . Circuito córtex – núcleos da base – tálamo 

 

Tanto na via direta quanto na indireta, mediante intenção de realizar 

um movimento (determinado pelo processo de iniciativa motora), regiões específicas do 



   

 

córtex motor e pré-motor enviam sinais excitatórios ao estriado, o qual também é 

influenciado pela SN. Para as regiões que devem ser ativadas, onde o movimento é 

necessário, a via direta é mais ativa. Nessa via, o estriado inibe o GPi e a SNpr, 

reduzindo a inibição tônica que esses núcleos exercem sobre o tálamo. Uma vez 

desinibido, o tálamo fica livre para enviar sinais excitatórios de volta ao córtex. Essa via 

é classificada como “facilitadora do movimento” porque reduz a força inibitória exercida 

sobre o tálamo (Figura  ).   ,    

 

 
A via direta é uma via facilitadora do movimento, na qual, o estriado recebe sinais excitatórios 
glutamatérgicos do córtex (seta verde, +) e envia sinais inibitórios gabaérgicos ao globo pálido interno 
(GPi) e à substância negra pars reticulata (SNpr) (seta vermelha, -), que por sua vez, deixam de inibir 
tonicamente o tálamo (seta rosa), deixando-o livre para enviar sinais excitatórios ao córtex. Através dos 
receptores de dopamina do tipo D1, a dopamina proveniente da substância negra pars compacta (SNpc) 
aumenta o potencial excitatório glutamatérgico dos neurônios dessa via (seta azul, +). NST: Núcleo 
subtalâmico. 
Figura  . Via direta do movimento 

 

Porém, como citado anteriormente, para um movimento eficiente é 

necessário que ocorram processos inibitórios, de forma a evitar movimentos contrários 

ao movimento iniciado. Para tal, na via indireta do movimento, o estriado inibe o globo 

pálido externo, que por sua vez, deixa de inibir o NST. Desinibido, o NST envia sinais 

excitatórios ao GPi, o que permite que ele volte a inibir o tálamo, impedindo-o de ativar 

as regiões do córtex responsáveis por movimentos contrários ao iniciado. Essa via 

reduz o movimento porque potencializa a ação inibitória do GPi sobre o tálamo (Figura 

 ).   ,    



   

 

Além das vias direta e indireta, há também a descrição de uma via 

hiperdireta. Nessa via, o córtex envia sinais excitatórios glutamatérgicos diretamente ao 

NST, sem passar pelo estriado, de forma a potencializar a via indireta e aumentar os 

sinais inibitórios do GPi direcionados ao tálamo. Com menor tempo de condução dos 

estímulos, essa via está relacionada à uma resposta mais rápida, em ações que 

buscam brevemente ajustar e equilibrar o planejamento motor. Para constar, há 

também circuitos diretos de retroalimentação e controle, estabelecidos interna e 

externamente aos núcleos da base, como conexões tálamo estriatais, estriado-palidais, 

estriado-subtalâmicas e entre os segmentos interno e externo do globo pálido (Figura 

 ).   ,    

 

 
A via indireta atua de forma a reduzir o movimento, na qual, o estriado recebe estímulos excitatórios 
glutamatérgicos do córtex (seta verde, +) e envia sinais inibitórios ao globo pálido externo (GPe) (seta 
vermelha). Uma vez inibido, o GPe deixa de inibir o núcleo subtalâmico (NST) (seta rosa), deixando-o 
livre para enviar sinais excitatórios ao globo pálido interno (GPi) para que o tálamo volte a ser inibido. A 
dopamina proveniente da substância negra pars compacta (SNpc) inibe os neurônios dessa via, via 
receptores D2, reduzindo ou retardando o potencial excitatório glutamatérgicos nos neurônios estriatais. 
Figura  . Via indireta do movimento 

 

Como o estriado é a principal estrutura de entrada dos núcleos da 

base, sua arquitetura sináptica é variada e complexa. Os neurônios estriatais de 

projeção (ou neurônios espinhosos médios), são excitados via sinapses corticais 

glutamatérgicas, realizadas na ponta dos seus espinhos dendríticos distais. O efeito 

glutamatérgico excitatório nesses neurônios é potencializado ou atenuado por 

estímulos dopaminérgicos provenientes da SNpc (os quais ocorrem nas laterais dos 

mesmos espinhos dendríticos), ou, por estímulos gabaérgicos e colinérgicos 



   

 

provenientes dos interneurônios estriatais (que ocorrem nos dendritos proximais ou 

corpo celular) (Figura 5). Como parte do sistema de retroalimentação, o estriado 

também recebe aferências glutamatérgicas do NST e do tálamo, e gabaérgicas do 

globo pálido.   ,    

A SN atua nesse circuito de forma moduladora, uma vez que a ação 

da dopamina no estriado é dependente dos tipos de receptores expressos nos 

neurônios estriatais. Os neurônios constituintes da via direta expressam receptores de 

dopamina do tipo D1, que quando ativados desencadeiam efeito excitatório nesses 

neurônios, liberando ácido gama-aminobutírico (GABA) e substância P / dinorfina como 

neurotransmissores, inibindo assim os neurônios do GPi e facilitando o movimento. Por 

outro lado, os neurônios estriatais constituintes da via indireta expressam receptores de 

dopamina do tipo D2, que desencadeiam efeito inibitório nesses neurônios, os 

impedindo de liberar seus neurotransmissores GABA e encefalina (Figura  ). Essa 

ação reduz a atuação da via indireta, mantendo a ativação inibitória tônica do GPe 

sobre o NST, o impedindo de estimular o GPi, portanto, facilitando o movimento.   ,  ,    

 

 
A dopamina atua nos neurônios espinhosos médios potencializando o efeito excitatório glutamatérgico 
recebido do córtex e facilitando o movimento, uma vez que estimula a via direta (liberação de ácido 
gama-aminobutírico (GABA) e de substância P/ dinorfina) e inibe a via indireta (liberação de GABA e de 
encefalina). Além disso, a dopamina também regula a atividade dos interneurônios, controlando a 
liberação de acetilcolina (Ach) e GABA de ação local. Estímulo glutamatérgicos excitatório (seta verde, 
+). Estímulo dopaminérgico dependente de receptor específico (seta azul, + ou -). Receptores de 
dopamina (D1 e D2). 
Figura  . Microcircuitaria estriatal 



   

 

Os interneurônios estriatais, que também são influenciados pela 

dopamina proveniente da SNpc e pelos neuropeptídeos (como a substância P, 

dinorfina e encefalina) liberados pelos neurônios de projeção, também regulam a 

atividade de toda a microcircuitaria estriatal. Além de interneurônios gabaérgicos 

inibitórios, os interneurônios colinérgicos desencadeiam ações distintas, mediadas por 

receptores específicos. Os receptores muscarínicos desencadeiam resposta excitatória 

ou inibitória via cascata de segundos mensageiros (a depender do subtipo de receptor 

expresso), e os receptores nicotínicos, como canais iônicos, desencadeiam uma 

resposta excitatória mais rápida. Essa atuação pode ocorrer nos neurônios de projeção 

ou entre os próprios interneurônios estriatais, controlando o potencial excitatório e 

gerenciando sistemas de retroalimentação e neuromodulação pré e pós-

sinápticos.(40,49–    

Como uma hipercinesia, postulou-se inicialmente que distonia ocorre 

devido a um desequilíbrio nas vias motoras, com superestimulação da via direta e 

deficiência da via indireta.   ,  ,    Porém, somente essa hipótese não explica esse 

distúrbio em sua totalidade, principalmente em relação à sua heterogeneidade clínica e 

etiológica e às alterações observadas em outras estruturas do sistema motor, além dos 

núcleos da base.     

Foi com base nessas informações, que distonia passou a ser 

hipotetizada como um distúrbio em rede, com papel central, mas não exclusivo dos 

núcleos da base, onde o nível e a localização da lesão estão relacionados com a 

heterogeneidade observada. Os principais mecanismos fisiopatológicos propostos 

envolvem além da perda de inibição, alterações na integração sensório-motora, 

desequilíbrio dopaminérgico e desarranjo de plasticidade.   ,  ,  ,54–    

A perda de inibição se caracteriza pela baixa ativação da via indireta, 

ou seja, pela deficiência da circuitaria motora em inibir o tálamo, permitindo que ele 

envie estímulos excitatórios excessivos ao córtex, resultando em ativação muscular 

exacerbada. Há diversas evidências e submecanismos que se relacionam à perda de 

inibição em distonia, tais como hiperativação cortical, cerebelar e estriatal durante 

execução motora e hipoativação do GPi (restaurada após estimulação cerebral 

profunda) (Figura  ).   ,  ,    

 

 



   

 

 
No mecanismo de perda de inibição há uma superativação da via direta, inibindo excessivamente o 
globo pálido interno (GPi) e a substância negra pars reticulata (SNpr), resultando em uma maior 
diminuição de saídas inibitórias desses núcleos ao tálamo. Por outro lado, a baixa ativação da via 
indireta leva à falha de inibição do globo pálido externo (GPe), que por sua vez, continua inibindo em 
parte o núcleo subtalâmico (NST). A falha no processo de desinibição do NST, reduz seus estímulos 
excitatórios direcionados ao GPi, reduzindo mais as saídas inibitórias desse núcleo ao tálamo. O 
comprometimento da inibição talâmica resulta no aumento de estímulos excitatórios enviados ao córtex. 
Figura  . Mecanismo fisiopatológico de perda de inibição em distonia 

 

O mecanismo de disfunção na integração sensório-motora está 

relacionado com alterações nas regiões somatotópicas do córtex somatossensorial, 

descritas principalmente em indivíduos com distonia focal e tarefa-específica.   ,    

Essas alterações causam um déficit na interpretação e no processamento dos 

estímulos sensoriais recebidos e na discriminação espacial e temporal, resultando em 

respostas motoras inadequadas.     

Alterações no processo de adaptação ou plasticidade sináptica 

também foram demonstradas em indivíduos com distonia, o que explica, em parte, a 

melhora clínica dos sintomas após meses da cirurgia de estimulação cerebral profunda, 

com resposta correspondente à via comprometida.(58–    Como a circuitaria motora se 

desenvolve ao longo da vida (de acordo com o aprendizado adquirido, praticado e as 

influências ambientais), as vias motoras se alteram ao longo do desenvolvimento, com 

diversos circuitos sendo construídos ou inativados, conforme as necessidades 

intrínsecas do indivíduo e durante mudanças no plano corporal e espacial durante o 

crescimento.     



   

 

Dentre os núcleos da base, o estriado é a estrutura que apresenta 

maior plasticidade devido aos processos de aprendizado e memorização de comandos 

motores. Mecanismos relacionados à plasticidade, como potenciação de longa duração 

(LTP – Long Term Potentiation) e depressão de longa duração (LTD – Long Term 

Depression), são capazes de promover mudanças funcionais nos circuitos neurais (seja 

através da quantidade de receptores disponíveis, na extensão e disposição espacial de 

ramificações ou na densidade de espinhos dendríticos), aumentando a força sináptica 

ou deletando comunicações sinápticas entre neurônios, mediante uso contínuo ou 

desuso de um comando motor. Essa alteração de plasticidade tem sido observada em 

modelos animais genéticos de distonia (DYT-TOR1A/DYT1). Nesses modelos, há um 

aumento de LTP e diminuição de LTD nas projeções córtico-estriatais, o que indica 

falha em reverter padrões motores inadequados, afetando o processo de aprendizagem 

e adaptação motora.   ,  ,    

Ademais, no mesmo modelo genético também foi demonstrado um 

aumento da atividade colinérgica no estriado, associada à uma redução de receptores 

de dopamina D . Apesar de não estar claro se essas observações são causa ou 

consequência da distonia, a redução na disponibilidade dos receptores D2 de 

dopamina afeta a inibição que o estriado exerce sobre o globo pálido, assim como, a 

capacidade de LTD, ao mesmo tempo que altos níveis de acetilcolina estariam 

aumentando o processo de LTP, fortalecendo comportamentos motores anormais, 

incapazes de serem inativados. A melhora dos sintomas após administração de 

anticolinérgicos em alguns casos pode ser explicada em parte por um processo de LTD 

restaurado, capaz de melhorar o déficit inibitório.   ,  ,    

E por fim, a complexidade da distonia, suas particularidades 

sintomáticas e toda a circuitaria de modulação motora envolvida (a qual não está 

compreendida em sua totalidade), refletem a dificuldade em elucidar a patogênese 

desse distúrbio. Até hoje, a multivariedade clínica e etiológica da distonia dificulta a 

estratificação amostral e os estudos fisiopatológicos.     

 

1.9 Genética 

 

Desde a descrição da distonia, em 1911, casos familiares já haviam 

sido reportados, revelando a natureza hereditária dessa condição.    Atualmente, 



   

 

história familiar positiva de distonia é observada em aproximadamente 20% dos 

casos.     

Nos últimos anos, com uma maior acessibilidade às tecnologias de 

sequenciamento de nova geração, a investigação de casos hereditários está levando à 

descoberta de novos genes e mecanismos moleculares envolvidos nos processos 

fisiopatológicos da distonia. Além disso, as causas genéticas têm demonstrado o 

envolvimento de diversas estruturas e circuitos neuronais, relacionados com os locais 

de expressão da proteína alterada e vias metabólicas comprometidas.  ,  ,  ,    A 

atuação dessas proteínas é variada e complexa, com diversos mecanismos neuronais 

envolvidos, tais como transdução de sinal, transporte celular, dinâmica citoesquelética, 

regulação de transcrição, tradução e síntese proteica, síntese de neurotransmissores, 

homeostase do retículo endoplasmático e resposta ao estresse celular.  ,  ,    

Hoje, há mais de vinte loci identificados para as formas hereditárias 

de distonia, com mais de dez genes confirmados. Entre as principais causas, variantes 

genéticas nos genes TOR1A,     TUBB4A,     THAP1,     CIZ1,     ANO3     e GNAL     

foram reportadas para distonia isolada. Para distonia combinada com parkinsonismo 

foram reportadas variantes nos genes GCH1,     TH,     ATP1A3     e PRKRA     e, para 

distonia combinada com mioclonia, variantes nos genes SGCE     e KCTD17     

(Quadro 1). O gene DDC não é classificado diretamente como uma causa de distonia, 

está relacionado com um quadro mais grave e pode abranger, além da distonia, outras 

disfunções neurológicas causadas pela deficiência de catecolaminas no sistema 

nervoso.     

 

Quadro  . Principais genes confirmados para distonia 

 
Padrão de herança Lócus Fenótipo predominante 

DISTONIA ISOLADA 

DYT-TOR1A     AD DYT1 Generalizada de surgimento precoce 

DYT-TUBB4     AD DYT4 Crânio-cervical com disfonia espasmódica 

DYT-THAP1     AD DYT6 Generalizada de surgimento na adolescência 

DYT-CIZ1     AD DYT23 Crânio-cervical de surgimento tardio 

DYT-ANO3     AD DYT24 Crânio-cervical de surgimento tardio 

DYT-GNAL     AD DYT25 Crânio-cervical de surgimento tardio 

DISTONIA - PARKINSONISMO  

DYT-GCH1     AD DYT5a Distonia dopa-responsiva 

DYT-TH     AR DYT5b Distonia dopa-responsiva 

DDC     AR - Distonia-parkinsonismo* 

DYT-ATP1A3     AD DYT12 Distonia-parkinsonismo de surgimento repentino 

   continua... 



   

 

...continuação    

DYT-PRKRA     AR DYT16 Distonia-parkinsonismo precoce  

DISTONIA - MIOCLONIA  

DYT-SGCE     AD DYT11 Distonia-mioclonia 

DYT-KCTD17     AD DYT26 Distonia-mioclonia de surgimento na infância  

 

1.9.1 DYT-TOR1A (DYT1) 

 

O gene TOR1A, no cromossomo 9q, foi relacionado ao lócus DYT1 

em 1997 como uma causa de distonia autossômica dominante, com casos já descritos 

na população brasileira.   ,  ,    Embora o fenótipo observado na maioria dos casos seja 

de distonia com surgimento focal precoce e posterior generalização, variabilidade 

fenotípica tem sido descrita, inclusive entre casos com a mesma variante genética. 

Além disso, os sintomas se manifestam em aproximadamente 30% dos afetados, 

devido à penetrância reduzida e até mesmo devido a polimorfismos de susceptibilidade 

ou proteção.(80–    

A proteína torsina  A (codificada por TOR1A) é expressa em 

diversos tecidos. No sistema nervoso central, torsina  A possui seus maiores níveis de 

expressão no córtex, no hipocampo, no cerebelo e, principalmente, nos neurônios 

dopaminérgicos da SNpc.     É localizada em vários compartimentos intracelulares 

como o retículo endoplasmático, membrana nuclear, cones de crescimento neuronal e 

vesículas sinápticas.(85–    

Como uma ATPase, torsina A atua em diversos processos celulares, 

tais como: controle, processamento, estabilidade e localização de proteínas, redução 

de proteínas deformadas, reciclagem de vesículas sinápticas, integridade do envelope 

nuclear, interação com proteínas citoesqueléticas (relacionada à ligação do envelope 

nuclear ao citoesqueleto, importante para polaridade nuclear), tráfego celular e 

direcionamento de proteínas de membrana (regulando a localização de 

transportadores, receptores e outras proteínas expressas na superfície celular).(87–    

Torsina  A possui 332 aminoácidos. Os primeiros 40 resíduos são 

hidrofóbicos, dos quais 20 constituem uma sequência sinalizadora que é clivada no 

processo de maturação. Após esse processo, torsina  A se mantém associada 

perifericamente ao lúmen do retículo endoplasmático, com sua porção N-terminal 

restante ligada à membrana e sua porção C-terminal (onde está o domínio AAA+ 

ATPase) no lúmen.   ,    Também possui regiões de interação com as proteínas 



   

 

SNAPIN     (processo de reciclagem de vesículas sinápticas), KLC1     (chaperona da 

proteína cinesina) e SYNE3     (ligação do envelope nuclear ao citoesqueleto), dois 

motivos Walker (de interação com íons magnésio e ATP), sítios ligantes de ATP, sítios 

de glicosilação e sítios de alteração conformacional mediante ligação de ATP.   ,    

O papel exato dessa proteína na fisiopatologia da distonia ainda não 

foi elucidado. Estudos funcionais e modelos animais indicam o comprometimento de 

diversos processos neuronais, como a endocitose de vesículas sinápticas,     o 

funcionamento do envelope nuclear em relação ao citoesqueleto     e formação de 

inclusões perinucleares.     

Além disso, em comparação com controles, indivíduos 

assintomáticos demonstraram déficit no aprendizado de sequências, necessitando de 

uma maior ativação do córtex para controlar o movimento durante o processo de 

aprendizado.     Modelo animal DYT-TOR1A resulta em distonia, onde foram 

observadas alterações na atividade estriatal, defeitos na liberação de dopamina e 

perturbação de vias cerebelares e hipocampais. Tal modelo exemplifica a hipótese de 

alterações em rede que resultam em distonia generalizada de início precoce.   ,     

Tratamento cirúrgico de estimulação cerebral profunda tem 

demonstrado melhora dos sintomas.     

 

1.9.2 DYT-TUBB4A (DYT4) 

 

O gene TUBB4A (cromossomo 19p) foi descrito como uma causa 

genética rara de distonia, relacionada ao lócus DYT4, em indivíduos da Austrália e Grã-

Bretanha que portavam a variante c.4C>G (p.Arg2Gly), em padrão autossômico 

dominante. O fenótipo predominantemente observado foi surgimento tardio de “disfonia 

sussurrante”, resultante de distonia laríngea, associada à distonia crânio-cervical, 

segmentar ou generalizada.     

TUBB4A codifica a proteína β-tubulina 4A que atua como GTPase 

na constituição dos microtúbulos, com marcante expressão no cerebelo e putâmen. 

Variantes nesse mesmo gene também estão descritas como causa de um tipo de 

leucodistrofia, com hipomielinização e atrofia dos gânglios da base e cerebelo, com 

fenótipo muito amplo que inclui, além de distonia, diversas outras alterações motoras e 

cognitivas de início precoce.(99–      



   

 

Estudos funcionais demonstraram que diferentes variantes no 

TUBB4A afetam distintamente a dinâmica dos microtúbulos. As variantes descritas 

para leucodistrofia com hipomielinização resultam em alterações nos oligodendrócitos, 

na expressão de tubulina e disfunção dos microtúbulos, condizente com o quadro de 

atrofia dos gânglios da base e cerebelo (principais locais de expressão). Já para as 

variantes descritas em distonia, foi observada alteração na morfologia neuronal, 

enquanto a quantidade e o processo de polimerização da tubulina permaneceram 

normais. Portanto, o impacto em distonia está mais associado ao efeito na organização 

e não na formação dos microtúbulos.    ,     

Embora uma nova variante (p.Ala271Thr) tenha sido confirmada em 

distonia, com fenótipo semelhante,     estudos seguintes em indivíduos com distonia 

isolada não identificaram variantes nesse gene.(104–     

 

1.9.3 DYT- GCH1 (DYT5a), DYT-TH (DYT5b) e DDC 

 

Os genes GCH1, TH e DDC codificam proteínas constituintes de 

uma única via metabólica envolvida na fisiopatologia da distonia: a síntese de 

dopamina.  

DYT-GCH1 (cromossomo 14q) e DYT-TH (cromossomo 11p) 

constituem a classe denominada “distonia dopa-responsiva”, em virtude da melhora 

significativa dos sintomas após tratamento com levodopa (L-DOPA). São 

caracterizadas por um quadro de distonia-parkinsonismo, de início na infância, 

acometimento dos membros inferiores com interferência na marcha e flutuação diurna 

dos sintomas (com melhora após o sono).      Esse quadro fenotípico é variável, 

dependente do nível de depleção dopaminérgica, com casos mais extremos 

relacionados com hiperfenilalaninemia, atraso no desenvolvimento motor e convulsões. 

Em DYT-GCH1, a maioria dos casos correspondem à herança autossômica dominante, 

embora casos recessivos também tenham sido reportados com um quadro neurológico 

mais grave. DYT-TH ocorre na forma autossômica recessiva homozigótica ou em 

heterozigose composta.(72,109–      

Os genes GCH1 e TH codificam as enzimas GTP ciclohidrolase I e 

tirosina hidroxilase, respectivamente. GTP ciclohidrolase I atua como uma GTPase da 

via de síntese do cofator tetrahidrobiopterina (BH4), utilizado pela enzima tirosina 



   

 

hidroxilase (codificada pelo gene TH) na catálise e conversão do aminoácido tirosina 

em L-DOPA, na via de síntese dopaminérgica. Portanto, variantes nesses genes 

podem prejudicar a atuação da enzima tirosina hidroxilase e resultar na diminuição dos 

níveis de dopamina no estriado.    ,     

Na mesma via, o gene DDC (cromossomo 7p) codifica a enzima 

dopa descarboxilase. Uma vez que o papel dessa enzima é converter L-DOPA em 

dopamina, sua deficiência resulta em baixos níveis de dopamina, onde geralmente, a 

administração de levodopa é ineficaz, ao contrário dos casos DYT-GCH1 e DYT-TH. 

Portanto, seu papel nesse distúrbio está relacionado com depleção de dopamina e ao 

seu efeito em alterar vias de transdução de sinal mediadas por esse neurotransmissor, 

com um fenótipo progressivo e mais grave, intermediário entre distonia e outros 

distúrbios do movimento, como a doença de Parkinson.    ,      

 

1.9.4 DYT-THAP1 (DYT ) 

 

O gene THAP1 (cromossomo 8p) foi descrito em distonia em 2009, 

com padrão autossômico dominante. Essa causa genética é representada pelo lócus 

DYT6, caracterizada por distonia de surgimento na infância ou adolescência e fenótipo 

variado. Frequentemente há envolvimento crânio-cervical, disfonia ou acometimento 

dos membros, no qual generalização ocorre em aproximadamente metade dos 

casos.   ,     

Esse gene codifica a proteína THAP1 (proteína associada à 

apoptose, contendo o domínio THAP) que atua no processo de transcrição gênica 

neuronal, capaz de regular sua própria expressão. Possui um domínio THAP (do tipo 

dedo de zinco) ligante de ácido desoxirribonucleico (DNA) na porção N-terminal, um 

sinal de localização celular e motivos de interação proteica na porção C-terminal.   ,     

A proteína THAP1 é amplamente expressa e, segundo modelos animais, seus maiores 

níveis de expressão no sistema nervoso central estão no córtex (neurônios piramidais), 

estriado (neurônios espinhosos médios e colinérgicos), substância negra (neurônios 

dopaminérgicos) e cerebelo (células de Purkinje). Com exceção do cerebelo, os níveis 

de expressão tendem a diminuir com a idade.      

DYT-THAP1 tem sido uma causa frequentemente descrita em 

brasileiros. Apresenta penetrância reduzida, expressividade variável e responde ao 



   

 

tratamento com estimulação cerebral profunda, mas com menor eficiência do que nos 

casos DYT-TOR1A.   ,  ,  ,   ,     Disfunções em regiões corticais e subcorticais foram 

descritas em DYT-THAP1, com aumento metabólico da área motora pré-suplementar e 

do córtex de associação parietal e, assim como em DYT-TOR1A, diminuição na 

disponibilidade do receptor D2 de dopamina no estriado.    ,     

 

1.9.5 DYT-SGCE (DYT11) 

 

Aproximadamente 50% dos casos de distonia combinada com 

mioclonia são devidos às variantes no gene SGCE (cromossomo 7q), em padrão 

autossômico dominante. Esse gene codifica a proteína épsilon sarcoglicana, membro 

da família das sarcoglicanas e, como uma proteína transmembrana, atua como 

componente do complexo distrofina-glicoproteína, que liga o citoesqueleto à matriz 

extracelular. No cérebro, é expressa no córtex, cerebelo, hipocampo e núcleos da 

base, onde o alelo materno é completamente metilado e não expresso (imprinting 

materno).   ,   ,     

Estudos envolvendo modelos animais demonstraram que a proteína 

alterada não é exposta na membrana plasmática dos neurônios, ficando retida no meio 

intracelular, até sua degradação.(     Além disso, foram descritas alterações nos níveis 

de dopamina no estriado, resultantes de uma redução na disponibilidade dos 

receptores de dopamina do tipo D2;      déficit no aprendizado e coordenação motora 

(relacionados à disfunção dessa proteína nas células cerebelares de Purkinje); déficit 

motor e mioclonia (relacionados à disfunção dessa proteína no estriado)    ,     e 

alterações na plasticidade sináptica corticoestriatal (associada à uma falha de indução 

de LTD nessa via, resultante da desorganização na maquinaria pós-sináptica).      

Tratamento cirúrgico de estimulação cerebral profunda resulta em melhora parcial dos 

sintomas nessa forma genética.     

 

1.9.6 DYT-ATP1A3 (DYT12) 

 

O gene ATP1A3 (cromossomo 19q) está relacionado à distonia-

parkinsonismo de início rápido e surgimento abrupto, desencadeada por fatores de 



   

 

estresse físico, tais como febre, exposição ao calor, exercício físico prolongado e parto 

ou estresse emocional. Geralmente os indivíduos acometidos demonstram resposta 

ruim à levodopa e ausência de resposta satisfatória ao tratamento com estimulação 

cerebral profunda.   ,    

ATP1A3 codifica a subunidade catalítica α  da bomba iônica 

ATPase, uma proteína de membrana que atua na hidrólise de ATP para transporte de 

sódio e potássio, a fim de manter o gradiente eletroquímico na membrana plasmática e 

garantir processos celulares como osmorregulação, transporte de moléculas iônicas e 

excitabilidade elétrica dos neurônios.       

ATP1A3 possui expressão no sistema nervoso, com atuação nos 

núcleos da base e cerebelo. Em modelo animal, a inibição da bomba de sódio e 

potássio ATP1A3 desencadeou disparos de alta frequência nas células de Purkinje, 

envolvidas em vias de sinalização junto aos núcleos da base.   ,   ,     

 

1.9.7 DYT-PRKRA (DYT16) 

 

Variantes genéticas no gene PRKRA representam uma causa 

genética autossômica recessiva de distonia, caracterizada por início precoce, 

associação a sintomas parkinsonianos e baixa resposta ao tratamento anticolinérgico e 

dopaminérgico. Até então, DYT-PRKRA tem sido considerada uma causa rara de 

distonia, na qual a maioria das famílias descritas são brasileiras.   ,     

O gene PRKRA (no cromossomo 2q) codifica a proteína PACT 

(proteína ativadora de PKR), localizada no citoplasma e região perinuclear onde atua 

na mediação do efeito de interferons em resposta à infecção por microrganismos ou 

estresse celular. Normalmente, PACT é inibida pela proteína TRBP (proteína ligante de 

RNA responsiva à transativação) e, em condições de estresse, se dissocia de TRBP e 

ativa PKR para inibição da síntese proteica.    ,     

A principal variante descrita é a c.665C>T (p.Pro222Leu), capaz de 

alterar a afinidade de PACT, segundo estudos funcionais. Postula-se que, mediante 

estresse celular, a proteína PACT alterada leva mais tempo para de dissociar de TRBP 

gerando uma maior ativação de PKR, atrasando e amplificando a resposta intracelular 

ao estresse.      Enquanto que a proteína PACT truncada (devido mutação frameshif), 
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demonstrou diminuição na interação com ácido ribonucleico (RNA) e com TRBP, 

ficando livre e ativando PKR para inibição de síntese proteica.      

 

1.9.8 DYT-CIZ1 (DYT23) 

 

Em 2012, CIZ1 foi reportado como causa de distonia cervical com 

surgimento na fase adulta, de forma autossômica dominante. O gene CIZ1 

(cromossomo 9q) codifica uma proteína ligante de DNA  do tipo “dedo de zinco” , 

localizada no núcleo celular, com papel na replicação de DNA, no ciclo e diferenciação 

celular.   ,   ,      

Das seis isoformas de CIZ1, duas são expressas no sistema nervoso 

central (as isoformas   e  ), em estruturas anatômicas motoras como o córtex, 

cerebelo, substância negra e putâmen. Ambas são expressas nas estruturas citadas e 

diferem somente na quantidade, onde a isoforma 2 é expressa em maiores níveis na 

substância negra e no putâmen.      

A região C-terminal da proteína CIZ1 se liga à matriz nuclear (em 

região separada da cromatina), enquanto a N-terminal atua na replicação de DNA, 

resultando na formação de partículas ou focos subnucleares.      Estudo funcional 

revelou que a proteína mutada chega a entrar no núcleo e formar as mesmas partículas 

em forma de focos subnucleares, porém, tais partículas são maiores e em menor 

quantidade em comparação com o modelo selvagem. Tal observação levantou a 

hipótese de um mecanismo de ganho de função com síntese de DNA aberrante.     

Em outros estudos, realizados em indivíduos com distonia cervical, a 

contribuição desse gene como causa não ficou clara. Em um estudo realizado a partir 

de uma família chinesa com múltiplas gerações de afetados não foi identificada 

nenhuma variante e, em um estudo mais amplo (n=683) realizado em indivíduos de 

origem alemã, foi identificada somente uma variante (c.2357C>T / p.T786I) no domínio 

C-terminal de CIZ1.    ,     

 

1.9.9 DYT-ANO3 (DYT24) 

 

Distonia causada por variantes no gene ANO3 (cromossomo 11p) foi 

descrita em 2012, juntamente com outros genes descobertos através de 



   

 

sequenciamento de nova geração. Nessa causa há alta variabilidade fenotípica, com 

surgimento precoce ou tardio, inicialmente descrito na região crânio-cervical e, mais 

recentemente, em outras partes do corpo, com presença de mioclonia ou tremor.(144–     

DYT-ANO3 já foi identificada em outros casos de distonia, porém, diversas variantes 

também são encontradas em controles e bancos de dados populacionais.(146–      

ANO3 codifica a proteína anoctamina 3, uma proteína 

transmembrana altamente expressa no cérebro, principalmente no estriado. Sua função 

está relacionada ao processo de transdução de sinal mediado por transportadores 

iônicos. Estudos recentes têm indicado um maior papel dessa proteína na manutenção 

da membrana plasmática e mitocondrial e na regulação de outros canais, ao atuar 

como uma scramblase, distribuindo simetricamente fosfolipídeos negativamente 

carregados entre a porção externa e interna da bicamada lipídica.   ,     

 

1.9.10 DYT-GNAL (DYT25) 

 

O gene GNAL (cromossomo 18p) também foi descrito para distonia 

em 2012, relacionado ao lócus DYT25 em padrão autossômico dominante. DYT-GNAL 

é caracterizada por distonia focal crânio - cervical de surgimento na fase adulta, com 

alta penetrância.   ,      

Esse gene codifica a subunidade α da proteína Golf, expressa no 

estriado. Alterações nesta proteína levam a defeitos no acoplamento de proteínas G 

com receptores D1 de dopamina e A2A de adenosina e à consequentes alterações na 

transdução de sinal mediada pelos neurônios estriatais.   ,     

Diversas variantes já foram descritas, e, embora a maioria dos casos 

seja de distonia crânio-cervical de surgimento adulto, outros fenótipos têm sido 

descritos, com surgimento na infância e associação à mioclonia e tremor. Fenótipos 

mais graves estão associados à variantes homozigóticas em GNAL.(152–     

Tratamento com estimulação cerebral profunda se mostrou eficaz, 

com resultados semelhantes aos casos DYT-TOR1A.      

 

 

 



   

 

1.9.11 DYT-KCTD17 (DYT26) 

 

O gene KCTD17 (cromossomo 22q) codifica uma proteína solúvel, 

que tem como característica um domínio de tetramerização do canal de potássio 

(proteínas KCTD). Proteínas KCTD atuam em diversos mecanismos como proliferação 

celular, transcrição gênica, organização citoesquelética, degradação proteica via 

sistema ubiquitina-proteassoma e regulação de receptores acoplados às proteínas G. 

Tais mecanismos já foram citados por envolvimento nas vias fisiopatológicas da 

distonia. A isoforma KCTD17 é expressa no cérebro com maiores níveis de expressão 

no estriado (putâmen) e tálamo, com aumento progressivo, do início da vida fetal ao 

longo do desenvolvimento cerebral humano.     

Até o momento, na literatura, há somente três estudos que 

descrevem o gene KCTD17 como causa de distonia. O estudo inicial foi reportado em 

2015, a partir da investigação de duas famílias aparentemente não relacionadas (uma 

britânica e outra alemã) que tinham a mesma variante c.434G>A (p.Arg145His), 

fenótipo semelhante e segregação em todos os portadores de distonia. Apesar da 

predominância do fenótipo de distonia-mioclonia, a mioclonia pode não estar presente, 

enquanto a distonia está mais associada a um acometimento crânio-cervical.     

Recentemente, foram descritos mais dois casos europeus de distonia-mioclonia com 

surgimento na infância. Nos dois casos, o fenótipo é mais grave do que o descrito no 

estudo inicial, provavelmente, por serem variantes que afetam sítios de emenda éxon-

íntron, resultando em proteínas truncadas. Estimulação cerebral profunda do globo 

pálido interno foi um tratamento efetivo para essa causa, relatado em um dos 

casos.    ,     

 

1.9.12 Estudo das causas genéticas da distonia 

 

Conforme detalhado anteriormente, para a maioria das causas 

genéticas de distonia, há um fenótipo característico predominante (relacionado à idade 

e local de surgimento, distribuição final dos sintomas e resposta terapêutica), que, 

embora não seja determinante e aplicável em todos os casos, auxilia no prognóstico. 

Análise genética pontual ou por meio de painéis de genes têm sido métodos eficazes e 

acessíveis para diagnóstico e estudos populacionais, enquanto sequenciamento do 



   

 

exoma tem sido extremamente útil na descoberta de novos genes.   ,     Hoje, o 

diagnóstico genético em distonia auxilia na indicação de tratamentos específicos, 

principalmente em relação ao tratamento cirúrgico, e na reclassificação de casos 

esporádicos ou familiares tidos como idiopáticos.      

Nosso grupo de pesquisa tem interesse em estudar o quanto e como 

variantes genéticas contribuem para a distonia, em suas diversas apresentações 

clínicas. Nesse sentido, o primeiro passo foi identificar quais são essas variantes e qual 

a causa genética mais frequente em nossa amostra. Em estudos prévios, identificamos 

variantes potencialmente patológicas nos genes TOR1A, GCH1, THAP1, SGCE e 

GNAL, em parte dos indivíduos que compõem a “Rede Brasileira para Estudo das 

Distonias”.    ,   ) Entretanto, boa parte deles permaneceu sem diagnóstico molecular, 

além dos indivíduos com distonia recrutados posteriormente aos estudos citados. 

Nesse estudo, identificamos variantes alélicas com possível 

contribuição causal em distonia, determinando suas frequências em nossa amostra e 

correlacionando o genótipo identificado com os fenótipos, a fim de comparar nossos 

achados com os de outras populações estudadas. Além disso, os resultados 

provenientes dessa pesquisa contribuem para uma melhor compreensão da atuação 

desses genes alterados dentro do mecanismo fisiopatológico envolvido nas distonias. 

 

1.10 Objetivos 

 

1. Padronizar a análise molecular de variantes nos genes TOR1A, 

TUBB4, GCH1, TH, DDC, THAP1, SGCE, ATP1A3, PRKRA, CIZ1, ANO3, GNAL e 

KCTD17, por meio da técnica de sequenciamento em larga escala por painel 

customizado (targeted resequencing) e confirmação das variantes encontradas por 

sequenciamento Sanger; 

2. Identificar variantes genéticas potencialmente patogênicas e sua 

prevalência nos indivíduos com distonia idiopática; 

3. Caracterizar o potencial patogênico das variantes encontradas por 

meio de análises in silico (via algoritmos de bioinformática e modelagem molecular), 

inferindo o quanto elas interferem na função proteica; 

4. Estabelecer correlações genótipo x fenótipo. 

  



   

 

2 MÉTODOS 

 

2.1 Aspectos éticos 

 

A Rede Brasileira para Estudo das Distonias (RBED) é um estudo 

observacional multicêntrico desenvolvido há aproximadamente 10 anos. Tem como 

objetivo estabelecer uma rede nacional permanente para estudo da distonia, 

caracterizando o perfil clínico e molecular desse distúrbio do movimento na população 

brasileira. É desenvolvido no Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein e, 

até o momento, conta com a participação de centros especializados em transtornos do 

movimento de São Paulo, tais como o Departamento de Neurologia e Neurocirurgia da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), o Departamento de Neurologia da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP), o Setor de Neurologia 

do Hospital do Servidor Público Estadual e o Hospital Santa Marcelina. 

Como parte do projeto RBED, o presente estudo foi aprovado pelos 

comitês de ética em pesquisa dos principais centros envolvidos (CEP 10/1434 e 

       ). Todos os participantes (probandos e controles) assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o qual foi aplicado respeitando a 

autonomia, sigilo e confidencialidade dos dados e garantindo a atualização dos 

participantes quanto aos resultados obtidos, quando solicitado. 

 

2.2 Participantes 

 

A fase de recrutamento dos participantes foi realizada através do 

projeto RBED, citado anteriormente. As avaliações clínicas foram realizadas por 

neurologistas com ampla experiência em transtornos do movimento nas instituições 

participantes, e revisadas pela Dra. Patrícia Aguiar (coordenadora do projeto RBED e 

orientadora dessa tese). Por ocasião da aplicação do TCLE, todos os participantes 

passaram pela etapa inicial do aconselhamento genético. 

Conforme classificação definida em literatura (detalhada no item 1.2 

desse manuscrito), consideramos os seguintes critérios de inclusão e exclusão para 

recrutamento dos indivíduos com distonia:     



   

 

- Critério de inclusão: diagnóstico de distonia isolada ou distonia 

combinada (com mioclonia / parkinsonismo).  

- Critérios de exclusão: Diagnóstico genético prévio ou evidências 

de causa secundária para a distonia ou de doença neurodegenerativa. 

Anteriormente, já havíamos investigado variantes genéticas em 

grande parte dos indivíduos incluídos nesse estudo (n    ). Essa investigação ocorreu 

nos genes TOR1A e THAP1 (que foram descritos como causas frequentes de distonia), 

nos genes GCH1 e SGCE (em alguns casos com fenótipo específico de distonia dopa-

responsiva e distonia-mioclonia responsiva ao álcool) e no gene GNAL (por ter sido 

uma causa focal recentemente descoberta).    ,     No presente estudo, incluímos os 

139 pacientes que participaram das investigações anteriores e que ainda estavam sem 

diagnóstico molecular, bem como 16 casos novos ainda sem investigação genética.  

Os indivíduos que atenderam aos critérios de inclusão e exclusão 

estabelecidos foram selecionados para análise genética, constituindo o grupo amostral 

desse estudo, conforme ilustrado na figura 7.  

Para comparação de frequência das variantes alélicas encontradas 

nos indivíduos com distonia, selecionamos participantes controles brasileiros 

saudáveis, de ambos os sexos, maiores de idade, sem parentesco com os probandos e 

sem história de distonia na família. Tal abordagem foi realizada durante o ano de 2017, 

e posteriormente, passamos a utilizar os bancos de dados genéticos brasileiros 

AbraOM (Arquivo Brasileiro Online de Mutações)      e BipMed (Brazilian Initiative on 

Precision Medicine)      para tal comparação, uma vez que são compostos por 

genomas de amostras representativas da população brasileira, substituindo o grupo 

controle.       



   

 

 
A rede brasileira para estudo das distonias (RBED) recruta continuamente indivíduos com distonia, 

acompanhados nos centros participantes. Os casos idiopáticos (negativos para causa genética em 

estudos anteriores) (n=   ) foram selecionados para investigação genética nesse estudo, somados 

aos indivíduos recém recrutados (n=  ) que atendiam aos critérios de inclusão e exclusão desse 

estudo. Total de probandos N    . 

Figura  . Seleção amostral dos indivíduos com distonia incluídos nesse estudo 

 

2.3 Sequenciamento em larga escala 

 

A análise genética foi realizada a partir de DNA genômico (DNAg), 

extraído de 6ml de sangue periférico (coletados em tubos com o anticoagulante ácido 

etilenodiamino tetra acético (EDTA)) de todos os probandos e, quando disponível, dos 

familiares deles para análise de segregação e impacto das variantes genéticas.  

A extração do DNAg foi realizada através do kit Gentra Puregene® 

Blood (Qiagen Sciences), conforme instruções do fabricante. Resumidamente, nesse 

processo as células vermelhas e brancas foram lisadas com detergente iônico e outros 

contaminantes (como proteínas) foram removidos pela adição de reagente de 

precipitação salina. O DNAg foi precipitado com isopropanol 100%, purificado com 



   

 

etanol 70% e eluído em solução de hidratação (1mM EDTA, 10mM Tris·Cl, pH 7,5). 

Posteriormente, alíquotas dessas amostras foram diluídas para 25 nanogramas por 

microlitro (ng/µL), conforme quantificação realizada pelo método fluorimétrico Qubit® 

Double strand DNA (Thermo Fisher Scientific) que demonstra alta sensibilidade e 

especificidade para quantificação de DNA.  

Utilizamos o método de ressequenciamento direcionado por 

amplicons, através de um painel genético customizado, para obter a sequência de 

nucleotídeos das regiões de interesse. Tal método consiste em isolar e sequenciar 

regiões de genes específicos (determinadas previamente por um painel customizado), 

no qual a busca por variantes genéticas se torna direcionada para essas regiões, 

reduzindo o custo, tempo de preparo, tempo de análise do sequenciamento e 

garantindo maior especificidade e cobertura de aprofundamento dessas regiões para 

identificação de variantes raras. Além disso, o uso do método por meio de amplicons 

(ideal para análise inferior a 50 genes) dispensa etapas complexas como a de 

fragmentação do DNA, uma vez que gera fragmentos complementares às regiões de 

interesse e os alinha ao genoma humano de referência na comparação e identificação 

de variantes.      

Em relação ao procedimento, o ressequenciamento direcionado 

ocorreu em três etapas: 1. Desenho do painel de genes (para determinação das 

regiões que foram sequenciadas), 2. Construção das bibliotecas (para formação dos 

amplicons correspondentes às regiões de interesse desenhadas no painel), e 3. 

Sequenciamento (para a amplificação, leitura e análise primária das sequências). A 

seguir, cada etapa está descrita em detalhes. 

 

2.3.1 Desenho do painel 

 

A princípio, desenhamos um painel customizado com as regiões 

genômicas de interesse, através do software Design Studio (Illumina®, Inc) disponível 

na web. Buscamos abranger as regiões dos éxons, as regiões de emenda éxon / íntron 

e as regiões  ‟ e  ‟ não traduzidas  UTR - Untranslated Region) de treze genes 

descritos para distonia: TOR1A, TUBB4A, GCH1, TH, DDC, THAP1, SGCE, ATP1A3, 

PRKRA, CIZ1, ANO3, GNAL e KCTD17.  



   

 

As isoformas de cada gene (consideradas no desenho do painel e 

posterior análise) estão descritas no quadro  , conforme cada banco de dados. Foram 

selecionadas com base na literatura, levando em conta sua expressão no sistema 

nervoso central ou a isoforma mais longa.  

 

Quadro  . Isoformas dos genes investigados nesse estudo 

GENE 

RefSeq Ensembl 

UNIPROT Tamanho 
Transcrito Proteína 

Transcrito 

(ENST00000) 

Proteína 

(ENSP00000) 

TOR1A NM_000113 NP_000104.1       .         O14656 332 aa 

TUBB4A NM_006087.3 NP_06078.2       .         P04350 444 aa  

GCH1 NM_000161 NP_000152.1       .         P30793 250 aa 

TH NM_199292.2 NP_954986.2       .         P07101 528 aa 

THAP1 NM_018105 NP_060575.1       .         Q9NVV9 213 aa 

SGCE NM_001099401 NP_001092871       .         O43556 462 aa 

ATP1A3 NM_152296 NP_689509.1       .         P13637 1013 aa 

PRKRA NM_003690 NP_003681.1       .         O75569 313 aa 

CIZ1 NM_001257975 NP_001244904       .         F5H2X7 954 aa 

ANO3 NM_031418 NP_113606.2       .         Q9BYT9 981 aa 

GNAL NM_182978 NP_892023.1       .         P38405 458 aa 

KCTD17 NM_001282684 NP_1269613       .         Q8N5Z5 321 aa 

DDC NM_001082971 NP_001076440       .         P20711 480 aa 

RefSeq (Reference Sequence – NCBI); Ensembl (European Bioinformatics Institute – EMBL-EBI); 
UNIPROT (Universal Protein Resource); aa (aminoácidos). 
 

2.3.2 Construção das bibliotecas  

 

Para o processo de construção das bibliotecas e preparo da reação 

de sequenciamento, utilizamos os kits TruSeq Custom Amplicon Assay v1.5 (Illumina®, 

Inc) e TruSeq Custom Amplicon Index (Illumina®, Inc), customizados para o painel 

desenhado anteriormente.  

Hibridização dos oligos: Conforme instruções do fabricante, 

inicialmente, os oligos desenhados no painel (que são correspondentes às 

extremidades das regiões de interesse) foram hibridizados junto às amostras de DNAg 

dos probandos (Figura  A). Essa reação de hibridização consistiu na adição de 250ng 

do DNAg dos probandos junto à solução com os amplicons customizados e uma 



   

 

solução de hibridização, com ciclos rápidos de centrifugação e incubação a 95ºC por 1 

minuto e 80 minutos de incubação, com diminuição gradual da temperatura até 40ºC. 

Remoção dos oligos não hibridizados: Em uma segunda reação, os 

oligos não hibridizados foram removidos com a utilização de uma placa filtro, na qual os 

fragmentos hibridizados foram selecionados por tamanho e propriedades químicas de 

retenção no filtro. Resumidamente, após adição das amostras (que passaram pelo 

processo anterior de hibridização) em uma placa filtro, foram realizados dois processos 

de lavagem (adição da solução de lavagem seguida por centrifugação), no qual os 

fragmentos hibridizados ficaram retidos na placa filtro e os oligos não hibridizados que 

passaram pelo mesmo foram descartados. 

Extensão – ligação: Ainda com os fragmentos hibridizados retidos no 

filtro, iniciamos o processo de extensão-ligação, ou seja, processo onde é formada uma 

cópia complementar à região de interesse com os oligos ligados às suas extremidades 

upstream e downstream. Após adição da solução de extensão-ligação à amostra 

hibridizada retida na placa filtro, a incubamos a 37ºC por 45 minutos. Nesse processo, 

a partir da ação da enzima DNA polimerase, ocorreu a extensão do oligo upstream  ‟ 

passando pela região de interesse até a ligação do oligo downstream na terminação  ‟ 

da fita (Figura  B).  

Amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR – 

Polymerase Chain Reaction): Em seguida, adicionamos nas extremidades dos 

fragmentos as sequências adaptadoras necessárias para a reação de sequenciamento, 

denominadas “index”  que servem como identificadores das amostras no processo de 

geração dos clusters) e os primers (Figura  C e D). Para tal reação, adicionamos 

hidróxido de sódio (NaOH) [50mM] à placa filtro para liberação e eluição dos 

fragmentos retidos e, após centrifugação, adicionamos a combinação de primers e 

sequências “index” específicos para cada amostra, junto com uma solução de mistura 

para reação de PCR com a enzima DNA polimerase. A placa foi submetida às 

seguintes condições de termociclagem: 95ºC por 3 minutos, seguido por 26 ciclos de 

95ºC por 30 segundos, 66ºC por 30 segundos e 72ºC por 60 segundos e finalização 

com 72ºC por 5 minutos. O produto foi mantido a 10ºC até seu uso.  

 



   

 

 
A) Oligos (verde e rosa) correspondentes às extremidades das regiões de interesse foram 
hibridizados com o DNA genômico (DNAg) de cada amostra (cinza). B) Processo de 
extensão a partir do oligo upstream até o oligo downstream. C) Sequências index (azul) e 
primers de sequenciamento (laranja) também foram adicionados aos fragmentos para sua 
amplificação no processo de geração dos clusters D) Amplicon contendo a região de 
interesse, as sequências adaptadoras e primers. 
Fonte: Adaptado do protocolo de instruções TruSeq® Custom Amplicon (Illumina

®
). 

Figura  . Etapas da tecnologia de ressequenciamento direcionado por amplicons 

 

Para verificar se houve a construção correta da biblioteca, foi feita a 

quantificação por meio de gel de agarose 4%, com um fragmento esperado de 

aproximadamente 570 pares de base (correspondente ao tamanho dos amplicons de 

425pb somado aos adaptadores).  

Para garantir a qualidade do sequenciamento, as amostras foram 

purificadas através do método de seleção por beads (esferas magnéticas). Tal 

processo ocorreu mediante adição das beads magnéticas junto às amostras, ciclos de 

agitação em aparelho e incubação da placa em rack magnética para retenção das 

beads. Em um primeiro momento, após adição de etanol 80%, as amostras ficaram 

retidas junto às beads e o sobrenadante foi descartado. Em um segundo momento, 

após adição do tampão de eluição com Tris, as amostras foram liberadas das beads 

(que ficaram retidas após uso da rack magnética), e transferidas para uma nova placa.  

Para garantir a eficiência do processo de amplificação no momento 

do sequenciamento, foi necessário atestar que volumes iguais de cada biblioteca 

fossem combinados, diluídos em solução tampão e desnaturados para o 

sequenciamento, processo conhecido como normalização da biblioteca. O processo de 

normalização foi realizado a partir da adição das beads magnéticas junto às amostras 

purificadas e uma solução de aditivos para normalização, um ciclo de agitação por 30 

minutos, retenção das beads após incubação da placa na rack magnética e descarte do 

sobrenadante. Com as amostras retidas junto às beads, adicionamos solução de 



   

 

lavagem seguida por novo ciclo de agitação, retenção e descarte do sobrenadante. 

Para eluição e liberação das amostras retidas junto às beads, adicionamos NaOH 

[0.1N], e após novo ciclo de agitação e retenção das beads as amostras foram 

transferidas para uma nova placa. 

Por fim, 5μL de cada biblioteca foram transferidos para um único 

tubo, considerando que as sequências index (inseridas durante a construção das 

bibliotecas) permitiriam a identificação de cada amostra. Dessa mistura, retiramos 6μL 

e misturamos com 594μL da solução tampão. Após incubação para desnaturação e 

adição da amostra de controle interno (que atesta a eficiência do processo de 

sequenciamento), as bibliotecas foram carregadas no cartucho de reagentes (um 

cartucho pré-carregado com reagentes necessários para a clusterização e o 

sequenciamento) antes de inseri-lo no aparelho.  

 

2.3.3 Sequenciamento  

 

As amostras foram sequenciadas utilizando o kit MiSeq Reagent v2 

(Illumina®, Inc), na plataforma MiSeq System (Illumina®, Inc). Nessa plataforma, 

durante a execução, as bibliotecas foram transferidas automaticamente do cartucho de 

reagentes para a lâmina de fluxo, onde foram gerados os clusters e realizada a reação 

de sequenciamento. A clusterização consiste em um processo onde as moléculas de 

DNA em fita simples são ligadas à superfície da lâmina de fluxo e amplificadas por 

processo de formação em pontes para formar grupos aglomerados. Após clusterização, 

foram geradas imagens dos clusters conforme as marcações fluorescentes dos 

dideoxinucletídeos fosfatados  ddNTP‟s  e iniciada a análise em tempo real para 

identificação das bases. 

 

2.3.4 Análise das sequências obtidas 

 

Na plataforma MiSeq System (Illumina®, Inc), as amostras passaram 

por uma análise em tempo real onde foram realizadas etapas primárias como a 

identificação das bases, a análise das imagens e a atribuição de pontuação de 

qualidade para cada base (o qual fornece uma previsão de probabilidade de erro das 



   

 

bases identificadas – escore Phred -Q). A partir do aplicativo MiSeq Reporter, as 

sequências lidas (reads) foram alinhadas ao genoma humano de referência 

(Feb.2009/GRCh37/hg19) com o algoritmo Smith-Waterman-Gotoh e a remoção de 

duplicatas de PCR foi feita pelo algoritmo SAM tools (Figura  ).  

Após o alinhamento, para identificação das variantes genéticas de 

cada amostra (substituições, inserções e deleções), utilizamos o aplicativo Genome 

Analysis Toolkit (que contém os softwares GATK para chamada de variantes e IONA 

para anotação) disponíveis na plataforma BaseSpace (Illumina®, Inc). Para a 

investigação de variantes estruturais, contamos com a colaboração do bioinformata 

Renato David Puga, o qual realizou análise pelo algoritmo Pindel, capaz de identificar 

deleções maiores (de 1 até 10.000 pares de base) e inserções de até 20 pares de 

base, comparando as sequências foward   ‟ ‟  e reverse ( ‟ ‟  da amostra com o 

genoma de referência.      Para visualização dos alinhamentos e variantes identificadas 

utilizamos o software Integrative Genomic Viewer (IGV) (Figura  ).  

 

 
Figura  . Processo de análise bioinformática das sequências obtidas e priorização das variantes 



   

 

2.3.5 Priorização e validação das variantes 

 

Para o processo de filtragem e priorização de variantes 

consideramos alguns critérios conforme o impacto da variante na função proteica. 

Foram desconsideradas variantes sinônimas em regiões codificantes (uma vez que não 

alteram a sequência peptídica da proteína) e variantes classificadas como benignas 

(variantes com alta frequência nos bancos de dados populacionais e/ou descritas como 

benignas). Priorizamos variantes que alteravam a sequência de aminoácidos da 

proteína (não sinônimas), quaisquer variantes nas regiões de emenda éxon-íntron e 

variantes nas regiões promotoras com potencial impacto nos processos de transcrição 

e tradução da proteína. 

As amostras com as variantes priorizadas foram sequenciadas pela 

técnica de Sanger para confirmação e validação. O sequenciamento Sanger consistiu 

das etapas descritas a seguir.  

Primeiramente, as regiões de interesse foram amplificadas por PCR 

a partir de aproximadamente 120ng de DNAg, adicionados à 50pmol/L do primer 

senso,   pmol/µL do primer antissenso  Invitrogen™, BR , solução tampão     mM de 

tris-(hidroximetil)-aminometano e ácido clorídrico (Tris-HCl) com 500mM de cloreto de 

potássio (KCl) – pH  .    Invitrogen™, BR ,    mM de dNTP  Invitrogen™, BR ,   mM 

de cloreto de magnésio  Invitrogen™, BR ,  ,  unidades da enzima taq DNA 

polimerase  Invitrogen™, BR  e água para completar um volume final de   µL. A 

termociclagem da reação foi de 94ºC por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos 

(para desnaturação do DNA), 56-  ºC por 30 segundos (para anelamento dos primers) 

e 72ºC por 35 segundos (para extensão ou polimerização), finalizada por um ciclo de 

72°C por mais 10 minutos e mantida a 4ºC até seu uso. Em alguns genes, por serem 

regiões ricas em GC (guanina e citosina), utilizamos o kit Long Range PCR (QIAGEN®), 

seguindo a termociclagem de 93ºC por 3 minutos, 35 ciclos de 93ºC por 15 segundos 

para desnaturação, 58-62ºC por 30 segundos para anelamento e 68ºC por 1 minuto 

para extensão e mantido a 4ºC até seu uso.  

O produto amplificado foi verificado por eletroforese em gel de 

agarose  , %  UltraPure™ Agarose, Invitrogen™, BR  e purificado com as enzimas 

exonuclease e fosfatase alcalina do kit IllustraTM ExoStar (GE Healthcare Life Sciences, 

UK). Conforme instruções do fabricante, uma mistura de 5µL do produto de PCR com 

10 unidades (1µL) de cada enzima foram incubados a 37°C por 15 minutos e a 80ºC 



   

 

por mais 15 minutos. Por resultar em um produto muito concentrado, foi necessária sua 

diluição com adição de 21µL de água (proporção de 1:3) antes da reação de 

sequenciamento.  

O produto de PCR purificado foi submetido à reação de 

sequenciamento com o kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied 

Biosystems, USA) conforme instruções do fabricante. Essa reação ocorreu a partir de 

10ng do produto de PCR, com 5pmol/µL de primer senso ou antissenso  Invitrogen™ , 

 µL do reagente BigDye® Terminator Cycle Sequencing, mais 1,5µL do reagente 

BigDye® Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5X) e água para completar 10µL. A 

mistura desses reagentes foi submetida a períodos de termociclagem de 96°C por 1 

minuto seguido por 25 ciclos de 96ºC por 10 segundos, 50ºC por 5 segundos e 60ºC 

por 4 minutos e mantidas a 4ºC até precipitação. 

A etapa de precipitação desse produto foi feita com EDTA e etanol, 

seguindo protocolo fornecido pelo fabricante. Consiste na adição de 5µL de EDTA a 

   mM e de 60µL de etanol 100% ao produto da reação de sequenciamento, com 

incubação a temperatura ambiente por 15 minutos seguida de centrifugação por 40 

minutos a 3600rpm. Após centrifugação, esse produto foi purificado com adição de 

60µL de etanol 70% e, após mais 15 minutos de centrifugação a 4ºC a 3600rpm, o 

sobrenadante foi descartado. Com o produto purificado e seco (sem indícios aparentes 

de etanol), foram adicionados 20µL de formamida (HiDiTM Formamide, Applied 

Biosystems, USA) e feita incubação por 5 minutos a 95°C para ressuspensão e 

desnaturação do DNA. A partir de então, as amostras foram inseridas no instrumento 

ABI 3500 XL (Applied Biosystems) e sequenciadas por eletroforese capilar. 

As sequências de DNA foram analisadas no software Chromas Lite 

 . .   disponível em http://technelysium.com.au/) e comparadas à sequência referência 

do banco de dados GenBank® com a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool – disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

2.4 Análise de patogenicidade das variantes genéticas 

 

Para interpretação das variantes encontradas, utilizamos os 

seguintes critérios: 1. Frequência em bancos de dados populacionais; 2. Análises 

evolutivas de conservação do aminoácido afetado;  . Domínios e regiões estruturais 

http://technelysium.com.au/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


   

 

afetadas;  . Análises in silico de predição de patogenicidade e efeito molecular;  . 

Presença da variante em familiares afetados, quando disponíveis para análise   . 

Correlação genótipo-fenótipo. 

 

2.4.1 Frequência da variante em bancos de dados populacionais 

 

Verificamos a frequência alélica das variantes identificadas nesse 

estudo em bancos de dados genéticos populacionais de domínio público. Esses bancos 

são constituídos de variantes alélicas presentes na população geral, representando 

amostras populacionais. 

O Single Nucleotide Polymorphims database (dbSNP)3 arquiva 

variantes pontuais de substituição e pequenas inserções / deleções identificadas na 

população geral ou relacionadas com determinadas doenças.      É útil principalmente 

na consulta de variantes já descritas, uma vez que, atribui às variantes submetidas um 

código de identificação amplamente utilizado  indicado pelo prefixo “rs” , e informa o 

projeto pelo qual a variante foi identificada, sua frequência e origem regional. 

O projeto 1000genomes foi desenvolvido entre 2008 e 2015 com o 

objetivo de identificar e divulgar variantes frequentes em diversas populações. Hoje, 

esse projeto é gerenciado pelo International Genome Sample Resource (IGSR) e 

consultas podem ser realizadas através da plataforma Ensembl (disponível em: 

http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index).      

Atualmente, a maior plataforma disponível é a Genome Aggregation 

Database (gnomAD)4, com dados genéticos de mais de 140.000 indivíduos. 

Anteriormente, esse banco era conhecido como Exome Aggregation Consortium 

(ExAC), quando demonstrava somente dados de exomas. Hoje, é um dos bancos de 

dados amplos mais atuais disponível, englobando diversos projetos de sequenciamento 

e oferecendo esses dados agregados e harmonizados em um único layout, inclusive o 

projeto 1000genomes.      

O BipMed é a unidade do Projeto Varioma Humano (Human Variome 

Project) no Brasil. Esse projeto foi criado em 2015 a partir de instituições apoiadas pela 

Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) com a finalidade 

                                                           
3
 Disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp 

4
 Disponível em: https://gnomad.broadinstitute.org/ 

http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
https://gnomad.broadinstitute.org/


   

 

de integrar a coleta, organizar, interpretar e divulgar variações do genoma humano em 

brasileiros.      

O ABraOM é um repositório com exomas de mais de 600 idosos 

recrutados em São Paulo (disponível em: http://abraom.ib.usp.br/index.php). Foi criado 

pelo Centro de Estudos do Genoma Humano e Células Tronco (CEGH-CEL) do 

Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (IB-USP) com o objetivo de 

demonstrar a variabilidade genética brasileira.      

Como distonia é um distúrbio raro, dentre o qual causas genéticas 

representam uma pequena proporção dos casos, variantes com frequência acima de 

1% nos bancos de dados citados acima foram desconsideradas das análises 

posteriores. Tal abordagem foi adotada com a finalidade de reduzir a descrição de 

variantes falso-positivas, uma vez que, uma variante com frequência >1% na 

população geral teria uma frequência superior à da doença.      

Além dos bancos de dados populacionais, consultamos também a 

frequência das variantes em bancos de dados genéticos específicos de doenças, como 

o ClinVar e o Leiden Open Variation Database – Locus Specific Mutation Databases 

(LOVD/LSMD). Variantes descritas como benignas nesses bancos de dados também 

foram desconsideradas das análises posteriores. 

O ClinVar5 é um repositório que tem como foco variantes 

relacionadas com doenças a partir de evidências científicas. Engloba variantes de 

testes clínicos diagnósticos, de pesquisas científicas ou estudos já publicados, 

classificando-as conforme significância clínica em benigna, provavelmente benigna, de 

significado incerto, provavelmente patogênica e patogênica.      Atualmente, esse 

sistema de classificação está sendo baseado nos critérios estabelecidos pelo American 

College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e pela Association for Molecular 

Pathology (AMP).       

Já a plataforma LOVD / LSMD permite o acesso a bancos de dados 

específicos de doenças ou distúrbios onde o gene em questão foi citado, como por 

exemplo, o “Neurodegenerative Diseases Variation Database” (NDDVD).      

 

 

                                                           
5
 Disponível em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ 

http://abraom.ib.usp.br/index.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/


   

 

2.4.2 Conservação do aminoácido ao longo da evolução 

 

Inicialmente, identificamos espécies com proteínas ortólogas em 

relação às proteínas de interesse por meio do recurso Homologene6 (disponibilizado na 

plataforma NCBI). Para cursar um perfil evolutivo entre as espécies selecionadas, 

verificamos as classes taxonômicas na plataforma “Taxonomy Browser”7 do NCBI. As 

espécies selecionadas, assim como sua posição na escala taxonômica e o grau de 

conservação dos genes investigados nesse estudo estão descritos na figura   . 

 

 
Figura   . Classificação taxonômica das espécies selecionadas e grau de conservação dos genes de 

interesse ao longo da evolução 

                                                           
6
 Disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/ 

7
 Disponível em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy


   

 

Em seguida, acessamos as sequências proteicas de cada espécie 

no banco de dados RefSeq8, na plataforma NCBI e alinhamos as sequências de cada 

espécie por meio do programa Clustal Omega (EMBL-EBI) 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Os aminoácidos que se mantiveram 

conservados, principalmente a partir dos vertebrados (que é composto por animais com 

sistema nervoso central bem definido), foram considerados importantes para a função 

das proteínas no sistema nervoso central. 

 

2.4.3 Domínios e regiões estruturais afetadas 

 

A análise de domínios e regiões estruturais proteicas afetadas foi 

baseada na literatura e a partir das informações disponíveis sobre cada proteína nos 

bancos de dados NCBI9, Ensembl10 e UniProt11.  

 

2.4.4 Análises in silico de predição de patogenicidade 

 

Para análises computacionais de predição de patogenicidade in 

silico utilizamos os seguintes algoritmos disponíveis na web: 

 Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-   (disponível em 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Pontuação de predição (escore): 0 - 0,15= 

variante benigna / 0,15 - 1= variante provavelmente prejudicial / 0,85 - 1= variante 

prejudicial à função proteica. 

 Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT)12. Pontuação de predição 

(escore): 0 - 0,05 = variante afeta a função protéica / acima de 0,05= variante tolerada 

 MutationTaster (disponível em http://www.mutationtaster.org/). 

Pontuação de predição (escore): 0-1 indica o grau de segurança da predição, onde 1 

indica máxima concordância entre os classificadores utilizados no algoritmo. 

 Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) (disponível em 

http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php?species=human). Pontuação de predição 

                                                           
8
 Disponível em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ 

9
 Disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein 

10
 Disponível em: https://www.ensembl.org/index.html 

11
 Disponível em: https://www.uniprot.org/ 

12
 Disponível em https://sift.bii.a-star.edu.sg/ 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php?species=human
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
https://www.ensembl.org/index.html
https://www.uniprot.org/
https://sift.bii.a-star.edu.sg/


   

 

(escore): abaixo de -2.5= o efeito da variante é prejudicial / acima de -2.5= o efeito da 

variante é neutro. 

 Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) obtido 

através do Variant Effect Predictor13 da plataforma Ensembl. Pontuação de predição 

(escore): 0-10= impacto baixo / 11-30= impacto moderado / >30= impacto forte. 

Tais algoritmos se baseiam em informações da proteína como 

conservação evolucionária, localização e consequência bioquímica do aminoácido 

alterado. 

 

2.4.5 Modelagem molecular 

 

Realizamos análises in silico de modelos proteicos tridimensionais 

para complementar as informações a respeito do efeito das variantes genéticas na 

estrutura e função das proteínas codificadas pelos genes investigados nesse estudo, 

em comparação com o modelo selvagem. 

Utilizamos o método de modelagem molecular por homologia. Tal 

método utiliza uma proteína molde, de estrutura tridimensional elucidada 

experimentalmente (geralmente por cristalografia de raios x), para predizer o modelo 

tridimensional da proteína alvo, a partir da sua sequência primária. Para tal, utilizamos 

o software Protein Homology / analogY Recognition Engine v2.0 (Phyre2), disponível 

em versão web.      

Phyre2 é um software que abrange um conjunto de algoritmos 

utilizados na predição e análise de modelos proteicos. Resumidamente, os algoritmos 

HHBlits e PSIPRED comparam a sequência alvo contra um banco de dados de 

sequências proteicas, predizendo sua estrutura secundária e combinando tanto a 

sequência quanto a estrutura em um modelo denominado Hidden Markov Model 

(HMM). Em seguida, o algoritmo HHsearch alinha esse modelo com um banco de 

dados HMM de estruturas já conhecidas, seguido pela modelagem das regiões de loop 

e adição das cadeias laterais. Os resíduos não alinhados com estruturas conhecidas 

são modelados através do método ab initio (modelagem baseada somente na estrutura 

química e sequência dos aminoácidos na proteína).      
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 Disponível em: https://www.ensembl.org/Tools/VEP 

https://www.ensembl.org/Tools/VEP


   

 

Obtivemos informações sobre a qualidade de cada modelo por meio 

do recurso “Phyre Investigator”, disponível na mesma plataforma.      Nesse recurso, o 

algoritmo ProQ2      e a análise do plot Ramachandran avaliaram a qualidade global do 

modelo proteico, indicando resíduos modelados inadequadamente baseado nas 

angulações moleculares phi/psi da estrutura. Outros algoritmos avaliaram regiões de 

choque (clashes) entre resíduos muito próximos e regiões de rotâmeros, a fim de 

indicar cadeias laterais dispostas inadequadamente, estrutura incorreta e erros de 

alinhamento. Além disso, através do algoritmo Disopred,      foi possível avaliar regiões 

desordenadas dos modelos, correspondentes às regiões dinâmicas e flexíveis da 

proteína (distintas das regiões de loop) e que podem se alterar mediante condições 

experimentais cristalográficas. Do ponto de vista funcional, através do programa 

fpocket2,      avaliamos regiões de “pocket”  bolsões , indicativos de sítios e domínios 

de interação dos modelos com outras proteínas ou moléculas. 

Por fim, utilizamos o software 3DLigandSite para a predição de sítios 

de ligação      e o programa UCSF Chimera 1.1314 para visualizar e analisar os 

modelos. Nós analisamos os efeitos estruturais e funcionais causados pelas variantes 

considerando a perda ou aquisição de pontes de hidrogênio e sítios de ligação e 

alterações nas regiões de loop ou domínios de interação molecular. 

 

2.4.6 Análise de segregação familiar 

 

Quando disponível, investigamos as variantes identificadas em 

familiares dos probandos a fim de verificar se o genótipo segregou entre os membros 

afetados (quando há história familiar positiva) ou se estava ausente em membros não 

afetados. 

 

2.4.7 Correlações genótipo-fenótipo 

 

Correlacionamos as informações clínicas dos indivíduos portadores 

de variantes potencialmente patogênicas (obtidas no recrutamento e anamnese) com 

dados reportados por outros estudos.  

                                                           
14
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Os dados fenotípicos incluem: sexo (masculino, feminino); 

consanguinidade (sim, não); local de surgimento dos sintomas; locais de distribuição 

dos sintomas; idade de surgimento dos sintomas; duração da distonia (em anos); 

resposta em tratamentos específicos; presença de parkinsonismo ou mioclonia; padrão 

temporal específico e história familiar (positiva, possível, negativa, desconhecida). 

Consideramos “possível” quando o probando afirma história familiar positiva, mas os 

familiares não estavam disponíveis para avaliação clínica. Outras características, sinais 

e sintomas também foram considerados quando pertinentes.  



   

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Participantes 

 

Foram incluídos nesse estudo, 153 indivíduos com distonia 

idiopática (isolada ou combinada), recrutados em todas as faixas etárias (entre 2 e 84 

anos de idade). As características clínicas desses probandos estão detalhadas na 

tabela 1. 

 

Tabela  . Características clínicas dos probandos incluídos nesse estudo 

Características clínicas n(%) Variação 

Sexo   

Masculino      ,    

Feminino      ,    

História familiar de distonia   

Positiva     ,    

Negativa       ,    

Possível      ,    

Desconhecida    ,    

Idade de início dos sintomas  3 meses até 70 anos 

Primeira infância (<2 anos)    ,    

Segunda infância (3-12 anos)      ,    

Adolescência (13-20 anos)      ,    

Fase adulta inicial (21-40 anos)      ,    

Fase adulta tardia (>40 anos)      ,    

Distribuição corporal dos sintomas   

Focal      ,    

Multifocal     ,    

Segmentar      ,    

Generalizada      ,    

Parkinsonismo   

Sim    ,    

Mioclonia   

Sim    ,    

* n (número de indivíduos) / % (Frequência relativa). Número total de probandos N    . 

 

Selecionamos um total de 144 amostras do grupo controle (conforme 

detalhado no item  . ) para comparação da frequência alélica das variantes 

identificadas. Considerando que nem todas as amostras testadas funcionaram na 

primeira reação de sequenciamento (seja por limitações ou falhas técnicas e até 

mesmo pela qualidade do material genômico de algumas amostras), consideramos 



   

 

satisfatório um total de controles entre o mínimo proposto no projeto e o total 

investigado (entre 101 e 144 amostras), a fim de respeitar a quantidade de reagentes. 

Tal abordagem foi realizada na análise de dois dos treze genes (TUBB4A e PRKRA) e, 

posteriormente, a partir do início de 2018, passamos a utilizar bancos de dados 

genéticos brasileiros compostos por exomas representativos da população brasileira 

como o BipMed-WES (composto por 106 exomas) e o ABraOm (composto de 609 

exomas).    ,     

 

3.2 Análise genética: sequenciamento 

 

Todas as amostras de DNAg foram extraídas de células nucleadas 

do sangue periférico. A concentração de DNA nas amostras variou entre 41,5 e 

1078,0ng/µL, e todas apresentaram boa qualidade conforme razão de absorbância 

        em aproximadamente 1,8. Para sequenciamento, as concentrações foram 

normalizadas em 25ng/µL. 

Conforme as características do nosso estudo e as especificações do 

fabricante, obtivemos um painel composto por 229 amplicons para cada amostra (com 

tamanho total de 425 pares de base), sequenciados nos dois sentidos da fita de DNA 

(paired-end) e com uma cobertura aproximada de 1250x para cada fragmento.  

O painel abrangeu 95% das regiões selecionadas. Os outros 5% 

corresponderam às    regiões de gaps (regiões não cobertas pelos amplicons), que 

somadas totalizaram 3.028 pares de base. As regiões dos gaps foram mapeadas e 

estão descritas no quadro  . Tais regiões foram analisadas em casos específicos, nos 

probandos com história familiar positiva e/ou fenótipo indicativo de causa genética. 

O processo de construção das bibliotecas ocorreu conforme 

esperado, segundo análise por eletroforese em gel de agarose. As amostras de dois 

probandos foram excluídas do grupo amostral por falha na construção das respectivas 

bibliotecas (probandos já excluídos do grupo amostral descrito na tabela 1). Os 

processos de clusterização e sequenciamento também ocorreram conforme esperado. 

Após a reação de sequenciamento e identificação das bases, 

somente aquelas com a chance de erro de        (ou seja, acurácia de 99.9%) foram 

consideras no alinhamento (conforme filtragem para escore Phred, mínimo de 

qualidade Q30). 



   

 

Quadro  . Mapeamento das regiões não sequenciadas pelo painel (gaps) 

GAP ID Gene Região Abrangência* 

       GCH1 Éxon 4 Total (82/82) 

       ATP1A3 Éxon 4 Total (224/224) 

       ATP1A3 Éxon 8 Total (289/289) 

       ATP1A3 Éxon 17 Parcial (23/175) 

       PRKRA Éxon 6 Total (115/115) 

       CIZ1 Éxon 8 Parcial (396/727) 

       ANO3 Éxon 24 Total (173/173) 

       GNAL Éxon 4 Parcial (27      

       GNAL  ‟UTR ** - 

       GNAL  ‟UTR ** - 

       GNAL  ‟UTR ** - 

       DDC Éxon 6 Total (164/164) 

       DDC Éxon 15  Parcial (95/428) 

GAP ID (código do gap). *Abrangência: proporção da região não coberta pelo painel 
(total ou parcial) em relação ao tamanho total da região mapeada (quantidade de 
nucleotídeos). (Tamanho da região não coberta pelo painel / tamanho total da região). ** 
Região  ‟UTR não traduzida  com mais de 1000 pares de base de distância da região 
codificante). 

 

3.3 Variantes genéticas identificadas 

 

3.3.1 Variantes priorizadas e validadas 

 

Após alinhamento e anotação, variantes do tipo sinônimas, 

classificadas como benignas ou frequentes em bancos de dados populacionais 

(frequência acima de 1% na população geral), foram filtradas e desconsideradas das 

análises posteriores. Foram priorizadas variantes em regiões de emenda éxon-íntron, 

não sinônimas, deleções e inserções. 

Com exceção de uma variante no gene ANO3, todas as variantes 

foram confirmadas e validadas pelo método de sequenciamento Sanger. Na tabela 2, 

estão descritas as    variantes priorizadas e validadas. 



   

 

Tabela  . Variantes genéticas priorizadas e validadas 

GENE Localização 
Padrão de 

herança 
Variante genômica 

Consequência 

no gene 
Variante proteica Consequência na proteína n 

TOR1A 

Éxon 3 HT c.488C>T Substituição p.Ala163Val Substituição   

Éxon 5 HT c.907_909delGAG Deleção p.Glu303del 
Deleção sem alteração na 

matriz de leitura 
  

TUBB4A Éxon 4 HT c.883G>A Substituição p.Asp295Asn Substituição   

GCH1 
Éxon 2 HT c.439C>T Substituição p.Pro147Ser Substituição   

Éxon 5 HT c.607G>A Substituição p.Gly203Arg Substituição   

TH Éxon 1 HT c.81G>T Substituição p.Glu27Asp Substituição   

DDC 
Éxon 5 HT c.568_569insCGATC Inserção p.Gln190Profs*3 Alteração na matriz de leitura   

Éxon 7 HT c.715A>T Substituição p.Met239Leu Substituição   

THAP1 Éxon 3 HT c.289C>T Substituição p.Gln97* Substituição resultante em 

códon de parada 

  

SGCE Éxon 5 HT c.584G>A Substituição p.Arg195His Substituição ** 

ATP1A3 
Éxon 12 HT c.1472A>G Substituição p.Asn491Ser Substituição   

Éxon 19 HT c.2653G>A Substituição p.Val885Ile Substituição ** 

PRKRA 

Éxon 7 HM c.665C>T Substituição p.Pro222Leu Substituição   

Éxon 7 e 8 HTc c.795C>A ; 665C>T Substituição 
p.Ser265Arg; 

Pro222Leu 

Substituição 
  

CIZ1 
Éxon 8 HT c.1354C>A Substituição p.Gln452Lys Substituição   

Éxon 12 HT c.2087A>G Substituição p.Asp696Gly Substituição   

GNAL 

Éxon 5 HT c.658G>T Substituição p.Asp220Tyr Substituição   

Éxon 6 HT c.731A>G Substituição p.Glu244Gly Substituição   

Éxon 8 HT c.910G>A Substituição p.Asp304Asn Substituição   

KCTD17 
Éxon 3 HT c.337G>A Substituição p.Glu113Lys Substituição   

Éxon 6 HT c.655G>A Substituição p.Glu219Lys Substituição ** 

      Total de probandos    

N (quantidade de probandos afetados pela variante). HT (Heterozigoto). HM (Homozigoto). HTc (Heterozigoto composto). ** probandos que possuem variante 
em outro gene e já foram contabilizados no total.



   

 

3.3.2 Achados secundários 

 

Ao sequenciar as regiões cobertas pelos amplicons no gene GNAL, 

identificamos variantes em um outro gene, que não estava relacionado no painel 

customizado e nem está relacionado com distonia. Os genes MPPE1 e GNAL se 

sobrepõem parcialmente na região do cromossomo 18p11.21, e ao cobrir o gene 

GNAL, os amplicons abrangeram os dois últimos éxons do gene MPPE1, nos quais 

identificamos as variantes c.911C>T (p.Thr304Met), c.1189T>A (p.*397Arg) e 

c.1022C>A (p.Pro341His) em 4 probandos. Para verificar a relação de variantes nesse 

gene com distonia, investigamos todos os éxons do gene MPPE1 em todos os 

indivíduos com história familiar positiva ou possível do banco de amostras da RBED 

(n     por meio de sequenciamento Sanger. Somente uma variante c.413G>A 

(p.Arg138Gln) foi identificada no éxon 5 de um probando. 

 

3.4 Potencial patológico das variantes 

 

À nível genômico, das 2  variantes priorizadas e validadas, 19 são 

substituições de um único nucleotídeo, enquanto as outras duas correspondem à uma 

deleção e uma inserção (Tabela 2). A seguir, estão detalhados os resultados das 

análises de patogenicidade de cada variante identificada. 

 

3.4.1 TOR1A 

 

c.488 C>T (p.Ala163Val): A substituição do nucleotídeo citosina (C) 

por timina / uracila (T/U) na posição 488 do RNA mensageiro (RNAm), em 

heterozigose, resulta na troca da trinca GCG por GUG, alterando o aminoácido alanina 

(Ala) por valina (Val) na posição 163, durante o processo de tradução da proteína 

torsina  A. Ambos os aminoácidos envolvidos possuem carga neutra, são apolares e 

diferem pouco no tamanho (Ala 71,09Da e Val 99,14Da). A variante p.Ala163Val já 

estava descrita nos bancos de dados gnomAD (0,03%) e ABraOM (0,08%) e está 

classificada como “variante de significado incerto” segundo o ClinVar  rs          . 

As análises de patogenicidade in silico preditas por cada algoritmo foram: 



   

 

provavelmente prejudicial (Polyphen2, escore 0.595), tolerada (SIFT, escore 0.118), 

polimorfismo (MutationTaster, escore 0.99), neutra (PROVEAN, escore -2.07) e 

variante de efeito moderado (CADD, escore 23). 

c.907_909delGAG (p.Glu303del): Essa variante leva à deleção de 3 

nucleotídeos, ocasionando a perda de um aminoácido glutamato (Glu) na posição 303 

da proteína torsina 1A. A deleção desse único aminoácido não altera a matriz de leitura 

da proteína (Figura   ). Está classificada como “patogênica” tanto no banco de dados 

ClinVar (rs80358233) quanto no banco de dados LOVD e está descrita no gnomAD 

com frequência de 0,01%. Uma vez que nem todos os algoritmos in silico analisam 

variantes indel, somente três dos algoritmos foram utilizados, os quais resultaram em: 

variante causadora de doença (MutationTaster, escore 0.99), prejudicial (PROVEAN, 

escore -10.26) e de impacto moderado (CADD, escore 22.5). Além disso, essa variante 

foi confirmada na irmã sintomática do probando. 

Segundo o recurso Homologene, dentro do reino animal, o gene 

TOR1A é conservado em animais Bilateria (animais que possuem simetria bilateral) e 

possui ortólogos em todas as espécies selecionadas. A alanina na posição 163 se 

manteve conservada em mamíferos e está localizada em uma região de interação com 

a proteína SNAPIN, enquanto o glutamato na posição 303 se manteve conservado 

entre tetrápodes (animais terrestres que possuem quatro membros) e está localizado 

em uma região de interação com a proteína KLC1 (Figura 1 ). 

Em relação à modelagem molecular in silico, obtivemos modelos da 

proteína torsina 1A selvagem e modelos com as variantes identificadas nesse estudo 

(p.Ala163Val e p.Glu303del). Além disso, geramos um modelo com a variante 

p.Asp216His, que é a mais frequente no banco de dados gnomAD (frequência de 12%) 

e aparentemente benigna, segundo classificação do banco de dados ClinVar. 

A estrutura molde selecionada em todos os modelos foi a c5j1sA, 

correspondente à proteína torsina 1A humana em complexo com a proteína LULL1, 

elucidada por meio de cristalografia de raios x (com resolução de 1.399Å). Em todos os 

modelos,  3% dos resíduos foram modelados com mais de 90% de confiança e se 

mostraram adequados segundo análises de qualidade, sem regiões de choque 

(clashes) e rotâmeros. Nenhum dos resíduos variantes estavam em regiões 

desordenadas dos modelos. 

 



   

 

 
No gene TOR1A, os eletroferogramas ilustram a variante c.488C>T com a troca de um nucleotídeo 
citosina (pico azul) por timina (pico vermelho) em heterozigose, e a variante c.907_909delGAG com 
despareamento dos picos após deleção. Abaixo, alinhamento da sequência proteica entre diversas 
espécies, agrupadas conforme grupos taxonômicos, demonstra conservação do aminoácido alanina (A) 
na posição 163 entre vertebrados e do glutamato (E) na posição 303 entre tetrápodes. 
Figura   . Variantes no gene TOR1A 

 

As sequências primárias da proteína torsina 1A, que foram 

submetidas ao processo de modelagem molecular, correspondiam à estrutura completa 

da proteína, com uma sequência sinalizadora voltada para a face externa da 

membrana (resíduos 1-   , seguida por resíduos altamente hidrofóbicos de ancoragem 

à face interna da membrana (resíduos 21-40) (Figura   ). Já a proteína molde (c5j1sA) 

correspondeu à estrutura madura da proteína torsina 1A, onde a sequência 

sinalizadora estava ausente, condizente com seu estado no momento da cristalização 

(em complexo com seu ativador LULL1). Portanto, a região de completa homologia 

com a proteína molde foi do resíduo 55 ao 302 (com mais de 90% de confiança), 

enquanto os resíduos iniciais (1 ao 55) foram modelados pela abordagem ab initio. 

 



   

 

 
A) Figura gerada pela plataforma Phyre2 indicando a região transmembrana com sequência sinalizadora 
(N-terminal) voltada para a face externa. B) Estrutura terciária da proteína torsina 1A, com a sequência 
sinalizadora (roxo) e a região transmembrana (laranja) destacadas. 
Figura   . Sequência sinalizadora e região transmembrana da proteína torsina 1A 

 

Na figura    estão destacadas as regiões da proteína torsina 1A que 

interagem com as proteínas KLC1, SNAPIN e SYNE3. Tais regiões podem sofrer 

alterações conformacionais, ficando mais expostas mediante ativação por moléculas de 

ATP. Os sítios de ligação de ATP preditos pelo algoritmo 3DLigandSite 

corresponderam aos sítios já descritos nos bancos de dados do NCBI e UniProt. Nos 

modelos gerados, esses sítios de ligação de ATP (incluindo os motivos Walker) 

assumiram a conformação de um poro centralizado na proteína, correspondente com a 

região de bolsão (pocket) predita (Figura   ). Ademais, no modelo selvagem foram 

preditos sítios de interação com magnésio (resíduos 109, 135, 208 e 241) e zinco 

(resíduos 54 e 117-    . 

 

 
A) Estrutura do modelo selvagem em fita demonstrando a região transmembrana (laranja), as regiões de 
interação com a proteína SNAPIN (magenta), KLC1 (verde) e SYNE3 (azul). B) Estrutura da proteína 
torsina 1A em superfície mesclado com fita e C) estrutura em superfície. 
Figura   . Regiões de interação proteica da proteína torsina 1A 



   

 

 
Figura   . Sítios de ligação de ATP preditos nos modelos da proteína torsina 1A 

 

As posições dos resíduos A163 (na região de interação com 

SNAPIN) e E303 (na região de interação com KLC1) estão ilustradas na figura   . 

 

 

 
À esquerda está a estrutura da proteína torsina 1A em superfície com as regiões de interação 
destacadas: interação com SNAPIN (magenta), com KLC1 (verde), com SYNE3 (azul) e com ATP 
(amarelo). À direita estão os mesmos modelos com as variantes ilustradas em vermelho. Glutamato (E), 
Alanina (A). 
Figura   . Posição das variantes nos modelos proteicos da torsina 1A 

 



   

 

De modo geral, em relação ao modelo selvagem, o modelo variante 

p.A163V perdeu 17 pontes de hidrogênio e o modelo p.E303del perdeu 36, enquanto o 

modelo com a variante benigna não perdeu nenhuma. Para essa análise, foram 

considerados somente as pontes estabelecidas entre os resíduos modelados por 

homologia com a proteína molde (resíduos SER55-ASP331), e os resíduos modelados 

pela abordagem ab initio foram desconsiderados devido ao baixo valor de confiança. 

Na posição 163 da cadeia polipeptídica, nem o aminoácido 

selvagem (alanina) e nem o aminoácido variante (valina) possuem pontes de 

hidrogênio com outros resíduos da proteína. Porém, essa variante desencadeou 

alterações nas interações e ligações dos resíduos adjacentes, segundo o modelo 

variante. O resíduo CYS162 adquiriu uma ponte de hidrogênio com sua própria cadeia 

lateral e mais três pontes de hidrogênio entre sua cadeia lateral e os resíduos SER165, 

VAL159 e ASN158. A ligação do resíduo ALA161 com o GLY157 foi alterada para o 

resíduo ASN158 (Figura   A) e a cadeia lateral do resíduo SER160 ganhou uma ponte 

de hidrogênio com o resíduo ARG156 (Figura   B). A cadeia lateral do resíduo 

ARG164, que se ligava ao resíduo ASN89, passou a se ligar ao resíduo ILE87 e o 

resíduo ILE166 perdeu uma ligação com o resíduo TYR 28 (Figuras   C e D). 

 



   

 

 
As linhas em vermelho representam as pontes de hidrogênio estabelecidas entre os resíduos (cinza) e 
suas cadeias laterais. 
Figura   . Alterações nas interações entre os resíduos adjacentes à variante p.Ala163Val no gene 

TOR1A 



   

 

Já a deleção do glutamato na posição 303 levou ao encurtamento da 

α-hélice 17 do modelo, devido à perda de duas pontes de hidrogênio, estabelecidas 

entre o resíduo E303 e os resíduos R299 e V300. Uma ponte de hidrogênio 

estabelecida entre a cadeia lateral do resíduo E303 e o resíduo Y329 também foi 

perdida, afetando a interação entre as duas últimas α-hélices do modelo (Figura   ). 

Essas α-hélices (17 e 18) são responsáveis pela interação com a proteína SYNE3. 

Além disso, o aminoácido metionina (Met) (que passou a ocupar a posição E303 após 

deleção) adquiriu uma ponte de hidrogênio com o resíduo S315, a fim de compensar a 

perda de 4 pontes de hidrogênio que estabilizavam essa região de loop no modelo 

selvagem (Figura   ). 

 

As linhas em vermelho representam as pontes de hidrogênio estabelecidas entre os resíduos (cinza) e 
suas cadeias laterais. 
Figura   . Alterações nas interações entre os resíduos no modelo com a variante p.Glu303del no gene 

TOR1A 

 



   

 

3.4.2 TUBB4A 

 

c.883G>A:(p.Asp295Asn). A substituição do nucleotídeo guanina 

(G) por adenina (A) na posição 883 do RNAm, em heterozigose, resulta na troca da 

trinca GAU por AAU, alterando o aminoácido aspartato (Asp) por um asparagina (Asn) 

na posição 295, durante o processo de tradução da proteína β-tubulina 4A.  Apesar de 

ser conservada em eucariotos (Figura 18), não identificamos proteínas ortólogas à 

tubulina 4A em nenhuma espécie da categoria “aves”, somente a proteína β-tubulina 

4B (TUBB4B), na qual o aspartato na posição 295 se manteve conservado 

(NM_001080860.2 – Gallus gallus).  Tanto o Asp quanto o Asn são aminoácidos 

polares de tamanho aproximado (115,09 Da e 114,11 Da) e diferem nas cargas 

atribuídas às suas cadeias laterais, negativa no Asp e neutra no Asn. 

 

 
Acima está ilustrado o eletroferograma da variante c.883G>A, com a troca de um nucleotídeo guanina 
(pico preto) por adenina (pico verde) em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequência de aminoácidos da 
proteína β-tubulina 4A foi alinhado com a mesma sequência de diversas espécies, demonstrando que o 
aminoácido aspartato (Asp) na posição 295 foi conservado entre as espécies na escala evolutiva. 
Figura   . Variante no gene TUBB4A 



   

 

A variante p.Asp295Asn não estava descrita em nenhum dos bancos 

de dados consultados. Foi predita como provavelmente prejudicial pelo algoritmo 

Polyphen2 (escore 0.887), prejudicial pelo algoritmo SIFT (escore 0.02), causadora de 

doença pelo algoritmo MutationTaster (escore 0.99), prejudicial pelo PROVEAN (escore 

-3.92) e de impacto moderado segundo algoritmo CADD (escore 25.9).  

Identificamos essa variante no gene TUBB4A em conjunto com a 

variante c.2653G>A (p.Val885Ile) no gene ATP1A3. Conforme demonstrado na figura 

 9, a variante TUBB4A foi identificada no pai, em duas tias e no irmão do probando, 

enquanto a variante no gene ATP1A3 foi identificada na mãe e no irmão do probando. 

Os familiares são assintomáticos. 

 

 
A variante TUBB4A foi herdada do pai e a ATP1A3 herdada da mãe. Tanto o probando quanto o irmão 
possuem as duas variantes. Nenhum dos familiares é afetado. 
Fonte: Progeny Genetics [Program]. Delray Beach: Progeny Genetics LLC; c1996-2019 [cited 2019 Nov 
25]. Available from: http://pedigree.progenygenetics.com/ 
Figura   . Heredograma do probando TUBB4A / ATP1A3 

 

Para análise de modelagem molecular in silico da proteína beta 

tubulina  A (TUBB4A), comparamos o modelo proteico tridimensional da proteína 

selvagem com modelos da proteína alterados por quatro variantes: 1. p.Asp295Asn 

(p.D295N) – variante identificada nesse estudo   . p.Asp295His (p.D295H) – variante 

que afeta o mesmo aminoácido, e está descrita no gnomAD (rs752503674); 3. 

p.Arg2Gly (p.R2G) e 4. p.Ala271Thr (p.A271T) – descritas como patogênicas em 

distonia DYT-TUBB4A após estudo funcional.     A estrutura molde mais adequada 

selecionada foi a C2p4nB (beta-tubulina 2B, TUBB2B, Q6B856) baseado na cobertura 

http://pedigree.progenygenetics.com/


   

 

(96% de similaridade com a sequência) e confiança do modelo (100% para os resíduos 

alinhados). 

Tubulinas (alfa e beta) possuem três domínios funcionais: 1. 

Domínio N-terminal (ligante de guanosina trifosfato/guanosina difosfato (GTP/GDP)), 2. 

Domínio intermediário (com sítio ligante de taxol, envolvido na estabilização do 

microtúbulo) e 3. Domínio C-terminal (de contato entre os protofilamentos).      As 

estruturas tridimensionais preditas foram muito semelhantes entre si, com uma região 

central composta por fitas β envoltas por α-hélices, e regiões de interação na porção 

lateral, superior e inferior da proteína que são essenciais para a formação dos 

protofilamentos do microtúbulo (Figura   ).  

 

 
Proteína visualizada em estrutura secundária acima e em superfície abaixo (visão lateral, superior e 

inferior). Os domínios funcionais de TUBB4A estão destacados conforme as seguintes cores: 1. Sítio 

ligante de GTP/GDP (E-site) (amarelo); 2. Interface do domínio de interação entre tubulinas alfa/beta 

(verde); 3. Interface do domínio de interação beta/alfa (magenta); e 4. Sítio ligante de Taxol (azul). 

Fonte: UCSF Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics. UCSF Chimera [Program]. 

Berkeley: National Institutes of Health; c2018 [cited 2019 Nov 25]. Available from: 

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ 

Figura   . Modelo 3D de TUBB4A baseado na estrutura C2p4nB (TUBB2B) 

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/


   

 

Em comparação ao modelo selvagem, a substituição de um ácido 

aspártico (D/Asp) por uma asparagina (N/Asn) na posição 295 (p.D295N) levou à 

aquisição de uma ponte de hidrogênio entre os resíduos 295 e 296 (Figura   ) e à 

perda de uma ponte de hidrogênio entre os resíduos MET1-CYS129 e GLY132-GLU3, 

de interação entre os domínios proteicos. A perda da ponte de hidrogênio MET1-

CYS129 também foi observada no modelo R2G da variante descrita como patogênica 

em DYT-TUBB4A, após ensaio funcional (Figura   ). Essas alterações não foram 

observadas no modelo D295H da variante descrita no banco de dados populacional.  

 

 
O modelo variante adquiriu uma ponte de hidrogênio entre os resíduos 295 e 296. 
Figura   . Comparação entre o modelo TUBB4A selvagem e o variante D295N 

 

 
A ponte de hidrogênio entre os resíduos MET1-CYS129 indicada no modelo selvagem (acima) foi 
perdida nos modelos com as variantes D295N (identificada nesse estudo) e R2G (descrita como 
patogênica). 
Figura   . Ponte de hidrogênio de estrutura terciária perdida nos modelos TUBB4A variantes 

 



   

 

As regiões de loop são responsáveis pelas interações entre as 

tubulinas e alterações conformacionais mediante ativação e desativação mediada por 

GTP/GDP    ,     (Figura   ). Não observamos modificações nos loops T3, T5, T7 e M-

loop em nenhum dos modelos. 

 

 
Figura   . Proteína TUBB4A em superfície com regiões de loop destacadas 

 

O algoritmo 3DLigandSite indicou clusters de sítios de ligação de 

GTP, magnésio e zinco para cada modelo baseado no alinhamento com estruturas e 

domínios conhecidos. A função de cada sítio foi anotada baseada em informações 

provenientes dos bancos de dados UniProtKB (P04350) e CDD (cd02187) e em 

estudos cristalográficos da proteína beta-tubulina.    ,     O modelo da variante D295N, 

identificada nesse estudo, perdeu um sítio de ligação no resíduo N99 (interface do 

domínio de interação alfa/beta), assim como observado no modelo A271T(da variante 

patogênica), e, demonstrou alterações no sítio de ligação de GTP/GDP (E-site) com a 

aquisição de uma interação no resíduo T72, assim como nos modelos com as variantes 

sabidamente patogênicas. Os resíduos componentes dos sítios e domínios funcionais 

da proteína TUBB4A, assim como aqueles que foram perdidos ou adquiridos nos 

modelos variantes estão descritos no quadro 4. 

 

Quadro  . Sítios de ligação preditos para os modelos proteicos TUBB4A 
FUNÇÃO RESÍDUOS* AA**  D295N D295H R2G A271T 

Sítio ligante de 

(GTP/GDP)  

E-site (domínio N-

terminal) 

   -    GQC      

   Q      

   T  ADQUIRIU  ADQUIRIU ADQUIRIU 

    S      

   -    GGGTG      

    E      

    N      

    Y  PERDEU    

    N      

       continua... 



   

 

...continuação        

Interface do domínio 

alfa/beta 

   I      

   D      

  -   EPG      

  -   AG      

   N  PERDEU   PERDEU 

           

         

N/K/V/D/

V 

     

    E      

Sítio ligante de 

magnésio – Mg
  

 

   I      

           

      

D/E/A/V/

D 

     

Interface do domínio 

beta/alfa 

      R/Q      

           

     

G/N/R/N      

   -    VPF      

   -    SMK      

    D      

   -    NNVKT      

Sítio ligante de 

(GTP/GDP)  

N-site  α-tubulina) 

    L   PERDEU   

    K      

Sítio ligante de zinco – 

Zn
  

 (M-loop) 

    Q  ADQUIRIU ADQUIRIU ADQUIRIU ADQUIRIU 

   -    YR      

* Resíduos numerados conforme TUBB4A (NP_006078). **Aminoácidos. 

 

3.4.3 GCH1 

 

c.439C>T:(p.Pro147Ser). No éxon 2, a substituição do nucleotídeo 

citosina (C) por um nucleotídeo timina / uracila (T/U) na posição 439 do RNAm, em 

heterozigose, resulta na troca da trinca CCA por uma UCA, alterando o aminoácido 

prolina (Pro) por um serina (Ser) na posição 147 da cadeia polipeptídica. Os 

aminoácidos prolina e serina, envolvidos nessa variante, possuem tamanho 

aproximado (97,12 Da e 87,08 Da) mas hidrofobicidade diferente (prolina é apolar 

enquanto serina é polar). Essa variante não foi encontrada em nenhum banco de dados 

populacional, mas estava descrita no banco de dados dbSNP (rs867158370). Foi 

predita como prejudicial à função proteica por todos os algoritmos in silico (Polyphen2: 

escore 0.997, SIFT: escore 0.000, MutationTaster: escore 0.99, PROVEAN: escore -

7,51) e de impacto moderado segundo CADD (escore   . ) (Figura   ). 

GCH1:c.607G>A:(p.Gly203Arg). Da mesma forma, no éxon 5, a 

troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) na posição 607 do RNAm, em 

heterozigose, resulta na troca da trinca GGG por uma AGG, alterando o aminoácido 

glicina (Gly) pelo aminoácido arginina (Arg) na posição 203 da proteína GTP 

ciclohidrolase I, durante o processo de tradução (Figura   ). Nessa variante, os 

aminoácidos glicina e arginina possuem características físico-químicas completamente 



   

 

diferentes, tanto em tamanho (57,05 Da e 156,19 Da), quanto em hidrofobicidade 

(apolar e polar) e carga (neutra e positiva), respectivamente. Essa variante está 

classificada como “patogênica” no banco de dados ClinVar  rs           e foi predita 

como prejudicial à função proteica por todos os algoritmos in silico (Polyphen2: escore 

1.000, SIFT: escore 0.000, Mutation Taster: escore:0.99 e PROVEAN: escore -3.64) 

com impacto moderado (CADD escore 29.2). 

GCH1 é um gene conservado dentro do reino animal, conforme 

análise pelo Homologene, e possui ortólogos em todas as espécies selecionadas. A 

prolina na posição 147 foi conservada ao longo da evolução, se mantendo em todas as 

espécies, enquanto a glicina na posição 203 da proteína foi conservada em 

vertebrados. 

 

 
Acima, os eletroferogramas das variantes c.439C>T (à esquerda) e c.607G>A (à direita), ilustram a troca 
dos nucleotídeos citosina (pico azul) por timina (pico vermelho) e de guanina (pico preto) por adenina 
(verde), ambos em heterozigose. Abaixo, os trechos das sequências de aminoácidos da proteína GTP 
ciclohidrolase I foram alinhados com as mesmas sequências de diversas espécies, demonstrando que o 
aminoácido prolina (Pro) na posição 147, constituinte de uma região de interface homodecamer, foi 
conservado em todas as espécies selecionadas, enquanto o aminoácido glicina (Gly) na posição 203 foi 
conservado somente nos vertebrados. 
Figura   . Variantes no gene GCH1 

 

Na modelagem molecular da proteína GTP ciclohidrolase I, 78% dos 

resíduos foram modelados com mais de 90% de confiança, com a maior parte da 

proteína modelada por homologia (194 resíduos alinhados). A estrutura molde 

selecionada foi a c1is7F (PDB 1IS7), correspondente à estrutura da proteína GTP 



   

 

ciclohidrolase I em complexo com sua proteína reguladora GFRP da espécie rattus 

novergicus (rato), obtida por meio da difração de raios x com resolução de 2.8Å. 

Geramos modelos da proteína selvagem e das variantes (p.P147S e 

p.G203R). Todos os modelos estavam adequados conforme análise de qualidade. 

Segundo análise de Ramachandran, os resíduos 117 e 218 estavam em regiões 

desfavoráveis do modelo e os resíduos 79, 122, 137, 138, 163, 177, 211 e 219 foram 

preditos como rotâmeros, com cadeias laterais que podem não ter sido modeladas 

idealmente. Além disso, a região correspondente aos resíduos 1 à 67 (região que não 

foi modelada por homologia) demonstrou estar desordenada. 

Todos os resíduos preditos como sítios catalíticos ou de interação 

com outras proteínas, assim como a região de bolsão também predita nos modelos, 

foram correspondentes aos resíduos registrados no banco de dados UniProt. 

Como uma enzima, GTP ciclohidrolase I possui diversos sítios de 

interação proteica distribuídos ao longo da superfície, que são expostos conforme 

padrão de ativação dos sítios de ATP e fosforilação. O aminoácido prolina na posição 

147 é um desses sítios de interação com outras proteínas (na interface homodecamer), 

e é um resíduo próximo aos sítios de ligação de GTP e zinco nos resíduos 143 e 144. 

Em relação ao modelo selvagem, o modelo com a variante p.P147S perdeu 4 das 7 

pontes de hidrogênio que estabilizavam as fitas β  e β  no centro da proteína. Da 

mesma forma, o resíduo 203, envolvido na variante p.G203R, constitui um resíduo na 

fita β  e parece afetar a mesma região que a variante p.P147S, desestabilizando as 

fitas β  e β  e o loop com os sítios ativos 143 e 144, quando alterado pela variante 

(Figura   ). 

 



   

 

 
À direita está representada a estruturas das fitas β nos modelos selvagem (acima) e variante (abaixo). 

As linhas vermelhas indicam ligações por pontes de hidrogênio, estabelecidas entre os resíduos.  

Figura   . Alterações conformacionais e nas ligações por pontes de hidrogênio no modelo GCH1 com a 

variante p.P147S 



   

 

3.4.4 TH 

 

c.81G>T:(p.Glu27Asp). A substituição do nucleotídeo guanina (G) 

por timina / uracila (T/U) na posição 81 do RNAm, em heterozigose, resulta na troca da 

trinca GAG por uma GAU, alterando o aminoácido glutamato (Glu) por um aspartato 

(Asp) na posição 27 da proteína tirosina hidroxilase, durante o processo de tradução. O 

gene TH é conservado em animais Bilateria, com ortólogos em todas as espécies 

selecionadas, porém, o aminoácido Glutamato na posição 27 da proteína não está em 

região conservada ao longo da evolução (Figura   ). 

 

 
Acima está ilustrado o eletroferograma da variante c.81G>T, com a troca de um nucleotídeo guanina 
(pico preto) por timina (pico vermelho), em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequência de aminoácidos 
da proteína tirosina hidroxilase foi alinhado com a mesma sequência de diversas espécies, 
demonstrando que o aminoácido glutamato (Glu) na posição 27 não foi conservado entre as espécies.  
Figura   . Variante no gene TH 

 

Os aminoácidos glutamato e aspartato, envolvidos nessa variante, 

possuem características semelhantes em relação ao tamanho (128,12 Da e 115,09 Da) 

e são polares de carga negativa. A variante p.Glu27Asp (rs139742336) estava descrita 

nos bancos de dados gnomAD (0,17%) e AbraOM (0,08%). Os algoritmos in silico 



   

 

predizeram essa variante como provavelmente prejudicial (Polyphen2 escore 0.524), 

tolerada (SIFT escore 0.1), polimorfismo (Mutation Taster escore 0.67) e neutra 

(PROVEAN escore -0.74) de impacto moderado (CADD escore 22.6). 

Como a variante estava em heterozigose e não identificamos 

quaisquer outras variantes que pudessem atestar heterozigose composta, por estar em 

uma região não conservada da proteína e ser predita como neutra pela maioria dos 

algoritmos in silico, não identificamos evidências suficientes de patogenicidade para 

essa variante. 

 

3.4.5 DDC 

 

c.715A>T:(p.Met239Leu). A troca do nucleotídeo adenina (A) por 

timina / uracila (T/U) na posição 715 do RNAm leva à troca da trinca AUG por UUG, 

alterando o aminoácido metionina (Met) por leucina (Leu) na posição 239 da proteína 

dopa descarboxilase, durante o processo de tradução. Os dois aminoácidos envolvidos 

nessa variante possuem características físico-químicas semelhantes, ambos são 

apolares de carga neutra e possuem tamanho aproximado (131,19 Da e 113,16 Da). 

Conforme figura   , a metionina na posição 239 não foi um aminoácido conservado ao 

longo da evolução. A variante p.Met239Leu (rs11575376) está descrita nos bancos de 

dados gnomAD (0,04%) e ABraOM (0,08%) e foi predita como benigna (Polyphen2, 

escore 0.00), tolerada (SIFT, escore 0.057), polimorfismo (Mutation Taster, escore 

0.99), neutra (PROVEAN, escore 0.11) e de baixo impacto na função proteica (CADD, 

escore 10.89). Essa variante compõe uma região de fitas β-pregueadas (assim como 

no caso GCH1) mas não altera quaisquer pontes de hidrogênio entre elas e nem entre 

os resíduos adjacentes. 



   

 

 
Acima está ilustrado o eletroferograma da variante c.715A>T, com a troca de um nucleotídeo adenina 
(pico verde) por timina (pico vermelho), em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequência de aminoácidos 
da proteína dopa descarboxilase foi alinhado com a mesma sequência de diversas espécies, 
demonstrando que o aminoácido metionina (Met) na posição 230 não foi conservado entre as espécies. 
Figura   . Variante no gene DDC 

 

c.568_569insCGATC:(p.Gln190Profs*3). Essa variante 

corresponde à inserção de cinco nucleotídeos no éxon 5 do gene DDC, causando 

alteração na matriz de leitura da proteína dopa descarboxilase com formação de um 

códon de parada após 3 aminoácidos (Figura   ). A proteína resultante perdeu grande 

parte do domínio descarboxilase, a maioria dos sítios ligantes de fosfato e um sítio 

catalítico. A análise do efeito molecular não foi possível devido à perda de mais de 50% 

da cadeia polipeptídica nessa variante. Após investigação familiar, confirmamos a 

mesma variante na mãe assintomática do probando (em heterozigose) e estava 

ausente no pai e na irmã (Figura 2 ). 

 



   

 

 
No eletroferograma está ilustrado o ponto de inserção dos 5 nucleotídeos, resultando na 
alteração da matriz de leitura. A inserção dos nucleotídeos (CGATC) causou a troca do 
aminoácido glutamina (Gln) por um prolina (Pro) na posição seguinte, a inserção de mais 
dois aminoácidos (Isoleucina - Ile e Arginina - Arg) e por fim um códon de parada (TGA), 
levando à formação de uma proteína truncada.  
Figura   . Variante com inserção no gene DDC 

 

 
A variante foi identificada na mãe do probando e estava ausente no pai e na irmã. Nenhum 

dos familiares é afetado. 

Fonte: Progeny Genetics [Program]. Delray Beach: Progeny Genetics LLC; c1996-2019 [cited 
2019 Nov 25]. Available from: http://pedigree.progenygenetics.com/ 
Figura   . Heredograma do probando com inserção no gene DDC 

 

 



   

 

3.4.6 THAP1 

 

c.289 C>T:(p.Gln97*). Entre as substituições pontuais de um único 

nucleotídeo, identificamos a variante c.289C>T (p.Gln97*) no gene THAP1. Nessa 

variante, denominada substituição sem sentido, a troca do nucleotídeo citosina (C) por 

timina (T) resulta na alteração da trinca CAG por um dos códons indicadores de 

término de transcrição (TAG) no RNAm, levando à tradução de uma proteína truncada. 

(Figura   ). No banco de dados ClinVar, essa variante está descrita como patogênica, 

mas não foi encontrada em nenhum dos bancos de dados populacionais. Somente dois 

dos algoritmos resultaram em predição para essa variante como causadora de doença 

(MutationTaster, escore 0.99) e de impacto forte (CADD, escore 35). Análise molecular 

não foi possível para essa proteína, uma vez que o modelo gerado não possuía 

estrutura molde elucidada experimentalmente, com níveis de homologia e confiança 

aceitáveis (somente 40% dos resíduos foram modelados com mais de 90% de 

confiança). 

 

 
À esquerda, o eletroferograma da variante c.289C>T ilustra a substituição do nucleotídeo 
citosina (pico azul) por um timina (pico vermelho), em heterozigose. À direita, a sequência de 
nucleotídeos selvagem (CAG) pareada com a sequência alterada que codifica um códon 
indicador de término de transcrição (TAG), truncando a proteína. 
Figura   . Variante no gene THAP1 

 

 

 

 



   

 

3.4.7 SGCE 

 
c.584G>A:(p.Arg195His). A substituição do nucleotídeo guanina (G) 

por adenina (A) na posição 584 do RNAm, em heterozigose, resulta na troca da trinca 

CGC por uma CAC, alterando o aminoácido arginina (Arg) por histidina (His) na 

posição 195 da proteína épsilon sarcoglicana, durante processo de tradução. O gene 

SGCE foi conservado em vertebrados e possui ortólogos nas espécies selecionadas, 

onde a arginina na posição 195 se manteve conservada (Figura   ). Os aminoácidos 

envolvidos são semelhantes em suas características, ambos são polares de carga 

positiva e diferem pouco no tamanho (arginina com 156,19 Da e a histidina com 137,14 

Da). Essa variante (rs746331571) estava descrita no banco de dados gnomAD com 

frequência de 0,03% e foi predita como provavelmente prejudicial (Polyphen2, escore 

0.921), prejudicial (SIFT, escore 0.04), causadora de doença (Mutation Taster, escore 

0.99), de efeito neutro (PROVEAN, escore -0.71) e de impacto moderado (CADD 

escore 25). Esse mesmo probando possui uma variante no gene GNAL. 

Não foi possível a realização da modelagem molecular para essa 

proteína devido à ausência de estruturas moldes com homologia suficiente 

(somente23% dos resíduos foram modelados). 

 

 
Eletroferograma da variante c.584G>A, com a troca de um nucleotídeo guanina (pico preto) por adenina 
(pico verde), em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequência de aminoácidos da proteína épsilon 
sargoglicana foi alinhado com a mesma sequência de diversas espécies, demonstrando que o 
aminoácido arginina (Arg) na posição 195 foi conservado em todas as espécies selecionadas. 
Figura   . Variante no gene SGCE 



   

 

3.4.8 ATP1A3 

 

c.1472A>G:(p.Asn491Ser) e c.2653G>A:(p.Val885Ile). 

Respectivamente, as substituição dos nucleotídeos adenina (A) por guanina (G) na 

posição 1472 (éxon12) e guanina por adenina na posição 2653 (éxon19) do RNAm, 

ambas em heterozigose, resultam na troca das trincas AAC por AGC e GTC por AUC, 

alterando os aminoácidos asparagina (Asn) por serina (Ser) e valina (Val) por 

isoleucina (Ile), nas posições 491 e 885 da cadeia polipeptídica de ATP1A3 durante o 

processo de tradução (Figura   ). Os aminoácidos envolvidos são semelhantes, com 

tamanho aproximado (asparagina 114,11 Da e serina 87,08 Da; valina 99,14 Da e 

isoleucina 113,16 Da), mesma hidrofobicidade (asparagina e serina apolares e valina e 

isoleucina polares) e carga neutra. 

 

 
Os eletroferogramas acima ilustram as substituições dos nucleotídeos adenina (pico verde) por guanina 
(pico preto) à esquerda, e guanina por adenina à direita. Conforme alinhamento protéico entre diversas 
espécies, os aminoácidos asparagina e valina nas posições 491 e 885, foram parcialmente conservados 
entre vertebrados e mamíferos, respectivamente. 
Figura   . Variantes no gene ATP1A3 

 



   

 

A variante p.Asn491Ser (rs782775696) já estava descrita no bancos 

de dados gnomAD, com frequência de 0,02% e foi predita como benigna (Polyphen2, 

escore 0.04), tolerada (SIFT, escore 0.605), causadora de doença (MutationTaster, 

escore 0.99), neutra (PROVEAN, escore 0.60) e de impacto baixo (CADD escore 6.68). 

A filha sem distonia foi testada e negativa para essa variante Da mesma forma, a 

variante p.Val885Ile (rs149600313) com frequência de 0,03% no mesmo banco, e 

também predita como benigna (Polyphen2, escore 0.05), tolerada (SIFT, escore 0.712), 

causadora de doença (MutationTaster, escore 0.61), neutra (PROVEAN, escore 0.05) e 

de impacto baixo (CADD escore 7.45), além disso, estava descrita como benigna no 

banco de dados ClinVar. 

Como essas variantes foram identificadas em casos com outras 

variantes de potencial patológico com maior significância, por envolverem aminoácidos 

semelhantes quimicamente e por não terem sido preditas como prejudicial à função 

proteica, não realizamos a análise por modelagem molecular. 

 

3.4.9 PRKRA 

 

c.665C>T:(p.Pro222Leu) e c.795C>A:(p.Ser265Arg). 

Respectivamente, a troca do nucleotídeo citosina (C) por um timina / uracila (T/U) na 

posição 665 (éxon7) ou por adenina (A) na posição 795 (éxon 8) do RNAm leva à troca 

das trincas CCU por CUU e AGC por AGA, alterando os aminoácidos prolina (Pro) por 

leucina (Leu) na posição 222 e serina (Ser) por arginina (Arg) na posição 265 da 

proteína PACT, durante o processo de tradução (Figura   ). Os aminoácidos prolina e 

leucina, alterados na posição 222, são apolares de carga neutra e com tamanho 

aproximado (97,12 Da e 113,16 Da), enquanto os aminoácidos serina e arginina, 

alterados na posição 265, são polares, se diferenciam na carga (neutra e positiva) e no 

tamanho (87,08 Da e 156,19 Da). 

O gene PRKRA é conservado em animais Bilateria, com ortólogos 

nas espécies selecionadas para alinhamento, com exceção da espécie Gallus gallus. A 

prolina no resíduo 222 se mostrou conservada em mamíferos e a serina na posição 

265 em tetrápodes. 

A variante p.Pro222Leu já estava descrita como patogênica no 

banco de dados ClinVar (rs121434410), com frequência de 0,009% no banco de dados 



   

 

gnomAD. A variante p.Ser265Arg não estava descrita em nenhum banco de dados e 

não foi encontrada em 246 cromossomos de controles brasileiros saudáveis. 

 

 
Os eletroferogramas à esquerda ilustram a troca de um nucleotídeo citosina (pico azul) por timina (pico 
vermelho) na posição 665 do RNAm, de forma homozigótica (acima) e heterozigótica (abaixo). Já à 
direita, está ilustrada a substituição de um nucleotídeo citosina (pico azul) por adenina (pico verde) em 
heterozigose. Essas variantes levam à troca dos aminoácidos prolina (Pro) por leucina (Leu) na posição 
222, e, serina (Ser) por arginina (Arg) na posição 265, os quais foram conservados entre os mamíferos e 
constituem regiões funcionais de interação da proteína PACT com TARBP2 e RNA. 
Figura   . Variantes no gene PRKRA 

 

A predição de patogenicidade dos algoritmos in silico resultaram em 

benigna (Polyphen2 escore 0.002), prejudicial (SIFT escore 0.048), causadora de 

doença (MutationTaster escore 0.98), neutra (PROVEAN escore -0.75) e de impacto 

moderado (CADD escore 21.5) para a variante p.Pro222Leu. Já para a variante 

p.Ser265Arg resultaram em prejudicial (Polyphen2 escore 1.00, SIFT escore 0.001 e 

PROVEAN escore -3.491), polimorfismo (MutationTaster escore 0.99) e de impacto 

moderado (CADD escore 28.1).  



   

 

Por falta de homologia com estruturas já elucidadas 

experimentalmente, a modelagem molecular para essa proteína não foi realizada, uma 

vez que somente 46% dos aminoácidos foram alinhados. 

 

3.4.10 CIZ1 

 

Identificamos quatro variantes no gene CIZ1, considerando a 

isoforma 6 que é o transcrito mais longo dessa proteína.  

A isoforma 6 não é expressa no sistema nervoso, somente as 

isoformas 1 e 2, que são expressas no cérebro, principalmente na substância negra e 

cerebelo (onde a isoforma 2 possui maiores níveis em relação à isoforma 1).  

Entretanto, devido ao evento de splicing alternativo, as isoformas 1 e 

2 diferem da isoforma 6. Nenhuma delas expressa a região total do éxon 1, parcial do 

éxon 2 e total do éxon 13. A isoforma 2 difere da isoforma 1 por não expressar parte do 

éxon 8 (Figura   ). Portanto, prosseguimos as análises de patogenicidade somente 

para as variantes c.1264 C>A (p.Gln422Lys) e c.1997 A>G (p.Asp666Gly), que são 

codificadas nas isoformas 1 e 2, expressas no cérebro. 

 

 
Isoforma (ISO). As setas vermelhas indicam as posições das variantes nas isoformas correspondentes. 
As regiões codificadas estão ilustradas em azul e as regiões não codificadas estão ilustradas em cinza. 
A nomenclatura das variantes foi baseada na isoforma 1 (NM_012127). 
Figura   . Diferenças no padrão de expressão do gene CIZ1 

 



   

 

c.1354C>A:(p.Gln452Lys) e c.2087A>G:(p.Asp696Gly). 

Respectivamente, a troca de uma citosina (C) por uma adenina (A) na posição 1354 

(éxon 8) e a troca de uma adenina (A) por guanina (G) na posição 2087 (éxon 12) do 

RNAm levam à troca das trincas CAG por AAG e GAC por GGC, alterando os 

aminoácidos glutamina (Gln) por aspartato (Asp) na posições 452, e aspartato (Asp) 

por Glicina (Gly) na posição 696 da proteína CIZ1, durante o processo de tradução 

(Figura   ). 

 

 
Acima, os eletroferogramas das variantes c.1354C>A (à esquerda) e c.2087A>G (à direita), ilustram a 
troca dos nucleotídeos citosina (pico azul) por adenina (pico verde) e de adenina (pico verde) por 
guanina (pico preto), ambos em heterozigose. Abaixo, os trechos das sequências de aminoácidos da 
proteína foram alinhados com as mesmas sequências de diversas espécies, demonstrando que o 
aminoácido glutamina (Gln) na posição 452, constituinte de uma região rica em glutaminas, foi 
conservado em primatas, enquanto o aminoácido aspartato (Asp) na posição     foi conservado em 
todas as espécies selecionadas. 
Figura   . Variantes no gene CIZ1 

 

Na variante p.Gln452Lys, os aminoácidos glutamina e lisina 

envolvidos possuem tamanho semelhante (128,14 Da e 128,17 Da), são polares mas 

possuem cargas diferentes (neutra e positiva). Já descrita no banco de dados gnomAD 

(frequência de 0,0009), essa variante foi predita como benigna de baixo impacto por 

todos os algoritmos (escore: Polyphen2 0.023, SIFT 0.39, Mutation Taster 0.99, 

PROVEAN -0.49 e CADD 10.8). 



   

 

Já na variante p.Asp696Gly, os aminoácidos possuem 

características diferentes em todos os aspectos. O aspartato possui tamanho de 115,09 

Da e é polar de carga negativa, enquanto a glicina possui tamanho de 57,05 Da e é 

apolar de carga neutra. Além disso, essa variante também estava descrita no banco de 

dados gnomAD (frequência de 0.0007%) mas foi predita pelos algoritmos in silico como 

prejudicial à função proteica e com impacto moderado (escores: Polyphen2 0.998, SIFT 

0.00, MutationTaster 0.99, PROVEAN -3.93 e CADD 28.3). 

De todos os genes investigados nesse estudo, o gene CIZ1 é o que 

possui menor grau de conservação entre as espécies, com sequências ortólogas 

somente em mamíferos placentários (Boreoeutheria). O aminoácido glutamina, na 

posição 452, constitui uma região rica em glutamina da proteína e estava conservado 

parcialmente entre os mamíferos selecionados. Já o aminoácido aspartato na posição 

    constitui uma região ligante de nucleotídeo e estava conservado em todas as 

espécies de mamíferos selecionadas (Figura   ). 

Assim como nos outros genes, análise por modelagem molecular 

não foi possível, devido à falta de estruturas moldes, elucidadas experimentalmente, 

que apresentassem homologia à proteína em questão. 

 

3.4.11 GNAL 

 

c.658G>T:(p.Asp220Tyr). A troca do nucleotídeo guanina (G) por 

timina / uracila (T/U) na posição 658 do RNAm leva à troca da trinca GAU por UAU, 

alterando os aminoácidos aspartato (Asp) por tirosina (Tyr) na posição 220 da proteína 

Gαolf, durante o processo de tradução. Esses aminoácidos envolvidos diferem 

quimicamente, onde o aspartato é polar de carga negativa (115,09 Da) e a tirosina é 

apolar de carga neutra (163.18 Da) (Figura   ). 

GNAL:c.731A>G:(p.Glu244Gly). Da mesma forma, a troca do 

nucleotídeo adenina (A) por guanina (G) na posição 731 leva à troca da trinca GAA por 

GGA, alterando os aminoácidos glutamato (Glu) por glicina (Gly) na posição 244. 

Nessa variante, os aminoácidos envolvidos são completamente diferentes, o glutamato, 

de tamanho 129,12 Da é polar de carga negativa, enquanto a glicina, de tamanho 

57.05 Da é apolar de carga neutra (Figura   ). 



   

 

GNAL:c.910G>A:(p.Asp304Asn). Por fim, a troca do nucleotídeo 

guanina (G) por adenina (A) na posição 910 do RNAm leva à troca da trinca GAU por 

AAU, alterando os aminoácidos aspartato (Asp) por asparagina (Asn) na posição 304 

(Figura   ). Como na variante anteriormente citada, o aspartato é polar de carga 

negativa e tamanho de 115,09 Da e a asparagina é polar de carga neutra com 114,11 

Da. 

 

 
Acima, os eletroferogramas das variantes c.658G>T, c.731A>G e c.910G>A, ilustram a troca dos 
nucleotídeos guanina (pico preto) por timina (pico vermelho), adenina (pico verde) por guanina (pico 
preto) e guanina por adenina, todos em heterozigose. Os trechos das sequências de aminoácidos da 
proteína GNAL foram alinhados com as mesmas sequências de diversas espécies, demonstrando que o 
aminoácido aspartato na posição 220 foi conservado em todas as espécies selecionadas, enquanto os 
aminoácidos glutamato e aspartato nas posições 244 e 304 foram conservados somente nos 
vertebrados. O aminoácido aspartato na posição 304 constitui uma região Switch II da proteína. 
Figura   . Variantes no gene GNAL 

 

Nenhuma das variantes estava descrita nos bancos de dados 

consultados, e todas foram preditas como prejudiciais à função proteica, com impacto 

forte ou moderado pelas análises in silico. Variante p.Asp220Tyr escore: Polyphen2 

1.00, SIFT 0.00, Mutation Taster 0.99, PROVEAN -8.54 e CADD 34. Variante 

p.Glu244Gly escore: Polyphen2  .   , SIFT 0.0  , Mutation Taster 0.99, PROVEAN -

 .   e CADD 25.7. Variante p.Asp304Asn escore: Polyphen2  .   , SIFT  .   , 

Mutation Taster 0.99, PROVEAN - .   e CADD 21.8. 



   

 

O gene GNAL se manteve conservado em vertebrados, com 

ortólogos nas espécies selecionadas, onde os resíduos Asp   , Glu244 e Asp304 se 

mantiveram conservados (Figura   ). 

Na análise molecular, 81% dos resíduos foram modelados com mais 

de 90% de confiança. A estrutura molde selecionada foi a c6eg8L, corresponde à 

proteína Gαs (PDB 6EG8), elucidada recentemente por meio da técnica de difração de 

raios x, com resolução de 2.8Å.       

Os modelos estavam adequados segundo análise de qualidade, sem 

nenhuma região de choque entre cadeias laterais. Conforme análise de 

Ramachandran, três aminoácidos prolina nas posições 149, 182 e 200 estavam em 

regiões desfavoráveis da proteína, indicando problemas nas angulações desses 

resíduos. 

A proteína Gαolf possui sítios de ligação de GTP e magnésio, 

regiões de interação com complexo βγ (as outras subunidades da proteína G), regiões 

de interação com a proteína efetora adenilato ciclase e com o receptor putativo, além 

de regiões que sofrem alterações conformacionais mediante ligação de GTP. A 

estrutura molde utilizada na modelagem foi obtida em seu estado livre de ATP, ou seja, 

no estado inativo da proteína G. No seu estado inativo, Gαolf encontra-se ligada ao 

receptor e às subunidades βγ, sem interagir com a proteína adenilato ciclase. Portanto, 

os modelos gerados demonstraram uma maior exposição dos sítios de interação com o 

receptor, assim como o sítio ativo ligante de GTP e a região de interação com as 

subunidades βγ. Além disso, a região GoLoco, capaz de manter as subunidades 

desassociadas na ausência de ativação também estava exposta (Figura   ). 

 



   

 

 
Vista lateral e inferior da estrutura do modelo selvagem da proteína Gαolf. Os sítios de interação com o 
receptor putativo (cor magenta), com as subunidades βγ  cor verde), com a proteína adenilato ciclase 
(azul) e do motivo GoLoco (cor ciano) estão destacados. 
Figura   . Região de interações da proteína Gαolf com as subunidades βγ, com o receptor putativo e a 
proteína efetora adenilato ciclase 

 

Conforme ilustrado na figura   , nos modelos preditos, os sítios 

ligantes de GTP constituíram um poro centralizado na proteína Gαolf, dentro do 

domínio de interação da proteína com o receptor putativo. 

 

 
Os sítios ligantes de GTP estão representados em amarelo nas estruturas em fita (esquerda) e superfície 
(direita), demonstrando a formação de um poro centralizado na proteína (visão superior do modelo). 
Figura   . Sítios ligantes de GTP na proteína Gαolf (GNAL) 

 



   

 

Gαolf possui regiões de alterações conformacionais mediante sua 

ativação por GTP. Essas regiões constituem dois loops na porção superior da proteína 

(próximos à região de interação com o receptor) e dois loops na região inferior da 

proteína (próximos à região de interação com as subunidades βγ quando inativada) 

(Figura   ). 

 

 
Figura   . Regiões de alterações conformacionais na proteína Gαolf mediante ativação por GTP 

 

Em relação ao modelo selvagem, a variante p.Asp220Tyr provocou a 

perda de todas as interações entre a α-hélice 6, a α-hélice 14 e os loops entre as α-

hélices 13-14 e 3-  no modelo variante (Figura   ). 



   

 

 
O resíduo 220 selvagem (à esquerda) e variante p.Asp220Tyr (à direita) está destacado na cor vermelha. 
Estrutura de α-hélice  α  e fita β-pregueada  β  estão indicadas conforme posição sequencial na 
estrutura primária da proteína. As linhas vermelhas indicam ligações por pontes de hidrogênio e as setas 
verdes indicam os locais de interação onde essas pontes foram perdidas. 
Figura   . Consequências moleculares na interação entre estruturas secundárias no modelo proteico 

GNAL com a variante p.Asp220Tyr 

 

Ao analisar as ligações entre outras regiões da proteína, 

identificamos redes de interação mais abrangentes, com alterações em comum nos 

modelos variantes. Tais redes de interação estão exemplificadas na figura   . 

 



   

 

 
Ilustração das redes de interação por pontes de hidrogênio entre estruturas secundárias da proteína 
Gαolf. As setas indicam interação entre as estruturas. α-hélice  α , fita β-pregueada  β . O símbolo 
asterisco em vermelho (*) indica as regiões onde estão localizadas as variantes. O símbolo triangulo 
indica a presença e quantidade de resíduos que atuam como sítios de interação da proteína Gαolf com o 
receptor putativo (cor magenta), com as subunidades βγ (cor verde), com a proteína adenilato ciclase 
(azul), nas regiões de alterações conformacionais após ligação de GTP (laranja), sítios ativos ligantes de 
ATP (cor amarela) e sítios GoLoco (em ciano). 
Figura   . Esquema representativo da interação entre as estruturas secundárias da proteína Gαolf 

 

Em relação ao modelo proteico selvagem, os três modelos variantes 

perderam a ponte de hidrogênio de interação das α-hélices 5 e 7 (Figura   A). O 

modelo D220Y também perdeu as duas ligações entre a α-hélice 17 e o loop α β  

(Figura   B), enquanto os outros dois modelos perderam somente uma. 



   

 

 
As regiões de alteração conformacional da proteína e de interação com o receptor putativo estão 
destacadas (respectivamente, cor laranja e magenta). As setas verdes indicam os locais onde houve 
perda de pontes de hidrogênio (linhas vermelhas). Estrutura secundária α-hélice  α  e β-pregueada  β . 
Figura   . Perda de interações entre as α-hélices e loop da proteína Gαolf 

 

Ao avaliar as ligações estabelecidas pela fita β , identificamos perda 

de pelo menos duas pontes de hidrogênio estabelecidas com a α-hélice 10 e o loop α-

17-β  (Figura 43). Ademais, o mesmo modelo perdeu duas interações entre os loops 

que sofrem alterações conformacionais após ativação da proteína (Figura 44). 

 



   

 

 
As regiões de alteração conformacional da proteína e de interação com o receptor putativo estão 
destacadas (respectivamente, cor laranja e magenta). As setas verdes indicam os locais onde houve 
perda de pontes de hidrogênio (linhas vermelhas). Estrutura secundária α-hélice  α  e β-pregueada  β . 
Figura   . Perda de interações da fita β-pregueada 5 da proteína Gαolf 

 

 
As setas verdes indicam os locais onde houve perda de pontes de hidrogênio (linhas vermelhas). 
Estrutura secundária α-hélice  α  e β-pregueada  β . 
Figura   . Perda de interações entre loops de alteração conformacional após ativação da proteína Gαolf 

 

Os modelos das variantes p.E   G e p.D302N não demonstraram 

alterações nas regiões dos loops que sofrem alterações conformacionais mediante 



   

 

ativação. Assim como no 220, as interações entre a5 e a7 foram perdidas. A ligação do 

a7 - b5 e do loopa9-b4-a17 foram preservadas.  

 

3.4.12 KCTD17 

 

c.337G>A:(p.Glu113Lys) e c.655G>A:(p.Glu219Lys). A troca dos 

nucleotídeos guanina (G) por adenina (A) na posição 337 e 655 do RNAm leva à troca 

das trinca GAG por AAG, alterando os aminoácidos glutamato (Glu) por lisina (Lys) nas 

posições 113 e     da proteína KCTD17, durante o processo de tradução (Figura   ). 

 

 
Acima, os eletroferogramas das variantes c.337G>A (à esquerda) e c.655G>A (à direita), ilustram a troca 
dos nucleotídeos guanina (pico preto) por adenina (pico verde) nas duas variantes, e em heterozigose. 
Os trechos das sequências de aminoácidos da proteína KCTD17 foram alinhados com as mesmas 
sequências de diversas espécies, demonstrando que o aminoácido glutamato (Glu) na posição 113, o 
qual compõe uma região de interação proteica, foi conservado nos vertebrados, enquanto o da posição 
219 foi parcialmente conservado nos mamíferos. 
Figura   . Variantes no gene KCTD17 

 

Os dois aminoácidos envolvidos são polares e semelhantes em 

relação ao tamanho (129,12 e 128,17 Da), mas possuem cargas distintas (negativa e 

positiva). A variante p.Glu113Lys não foi identificada em nenhum banco de dados e foi 



   

 

predita como prejudicial (Polyphen2, escore 0.986; SIFT, escore 0.025; PROVEAN, 

escore -3.97), causadora de doença (MutationTaster, escore 0.99) e de forte impacto 

na função proteica (CADD escore 34). Já a variante p.Glu219Lys foi identificada no 

banco de dados gnomAD com frequência de 0,08% e foi predita como benigna 

(Polyphen2, escore 0.002), prejudicial (SIFT, escore 0.043), polimorfismo 

(MutationTaster, escore 0.96), neutra (PROVEAN, escore 0.23) e de impacto moderado 

(CADD escore 19.79). 

Por falta de homologia com estruturas já elucidadas 

experimentalmente, a modelagem molecular para essa proteína não foi realizada, uma 

vez que somente 46% dos aminoácidos foram alinhados. 

 

3.4.13 Achados secundários: MPPE1 

 

A variante c.911C>T resulta na alteração do aminoácido treonina por 

metionina na posição 304 da proteína (p.Thr304Met) e está descrita no banco de dados 

GnomAD com frequência inferior à 1% (rs73945269). O aminoácido treonina na 

posição 304 foi conservado em vertebrados e não constitui um sítio ativo, porém, fica 

entre aminoácidos que atuam como sítios de ligação (resíduos 303 e 305). Análises in 

silico indicaram essa variante como prejudicial à função protéica (PROVEAN escore-

4.57, SIFT escore 0.001, MutationTaster escore 0.99, Polyphen2 escore  .   ) com 

impacto moderado (CADD escore   ). 

A variante c.1022C>A provoca a substituição do aminoácido prolina 

por histidina na posição 341 da proteína (p.Pro341His), não conservada entre as 

espécies e que não constitui sítios ativos e região transmembrana. Análises in silico 

não foram concordantes. Foi identificada em um probando com uma variante no gene 

ATP1A3 (c.1472A>G / p.Asn491Ser). A filha assintomática portava a mesma variante 

no gene MPPE1 mas não portava a variante no gene ATP1A3. 

Por outro lado, a variante c.1189T>A (p.X397Arg) leva à perda do 

códon indicar de término de transcrição, conservado em vertebrados, gerando uma 

proteína alterada e maior. Essa variante não foi encontrada em nenhum banco de 

dados populacional e análises in silico não foram úteis na predição do seu impacto.  

Por fim, a variante c.413G>A (p.Arg138Gln) que também foi 

identificada em heterozigose, estava descrita nos bancos de dados genéticos 



   

 

(rs11872520) com frequência de 0,8%, e foi predita com impacto moderado na função 

proteica (CADD escore   .  . 

 

3.5 Caracterização fenotípica dos probandos e correlação com o genótipo 

 

O fenótipo de cada probando está detalhado na tabela  .  

Ademais, as análises de patogenicidade de cada variante genética, 

assim como a correlação com os fenótipos estão resumidas na tabela  . 

Em relação ao probando com a inserção no gene DDC 

(c.568_569insCGATC), cabe citar que embora inicialmente tenha sido relatado 

resposta ao tratamento com levodopa, tal resposta não se manteve com o passar do 

tempo.  



   

 

Tabela  . Fenótipo dos probandos com variantes genéticas 

p Gene Variante Sexo 
Idade de 

surgimento 

Duração 

(anos) 
Local de surgimento Distribuição HF CS L-DOPA PK MC 

  TOR1A c.488C>T M      Língua Focal - D D - - 

  c.907_909delGAG M      Membro superior Generalizada S - N - - 

  GCH1 c.439C>T F       Membro inferior Generalizada - - Sim - - 

  c.607G>A F      Membro inferior Multifocal P - S - - 

  TH c.81G>T F      Membro superior Focal - - D - - 

  DDC c.568_569insCGATC F       Membro superior Generalizada - - S* S - 

  c.715A>T F      Membro superior Multifocal S - N - - 

  THAP1 c.289C>T M       Cervical Segmentar - - D - - 

  M       Membro superior Multifocal S - N - - 

   M      Cervical Generalizada - - D - - 

   M      Membro superior Generalizada - - N - - 

   M      Membro inferior Generalizada - - N - - 

   F       Membro superior Multifocal P D D - - 

   ATP1A3 c.1472A>G F       Cervical Generalizada P - N - - 

   PRKRA c.665C>T M      Laringe Generalizada - - N - - 

   F       Membro superior e 

cervical 

Generalizada S D N - - 

   M      Membro superior Multifocal - S N - - 

   F      Membro superior e 

cervical 

Segmentar - - D - - 

   M      cervical Focal - - D - - 

   c.795C>A ; 665C>T F     Membro inferior Generalizada - - N - - 

          continua... 

 
           



   

 

...continuação 
           

   CIZ1 c.1354C>A F       Membro superior e 

cervical 

Generalizada S - D - - 

   c.2087A>G F      Cervical Focal - - D - S 

   GNAL c.658G>T F      Cervical Focal S - D - - 

   c.731A>G F      Cervical Focal - - D - - 

   KCTD17 c.337G>A F       Cervical Focal S - D - - 

   TUBB4A 

ATP1A3 

c.883G>A c.2653G>A M      Membro superior Generalizada** - - N - - 

   PRKRA 

KCTD17 

c.665C>T 

c.655G>A 

M       Membro superior Segmentar P - N - - 

   SGCE 

GNAL 

c.584G>A 

c.910G>A 

F      Cervical Focal - D D - - 

Probando (coluna P). História Familiar (HF): Não (-), Sim (S), Possível (P). Consanguinidade (CS): Não (-), Sim (S), Desconhecido (D). Resposta à levodopa (L-
DOPA): Sim (S), Não (N), Desconhecida (D). Parkinsonismo (PK): Não (-), Sim (S). Mioclonia (MC): Não (-), Sim (S). *Resposta parcial à levodopa. 
**Generalizada com envolvimento da laringe. 

 



   

 

Tabela  . Conclusão das análises de patogenicidade e correlação dos genótipos com os fenótipos 

GENE Variante genômica 
Variante 

proteica 

Propriedades 

químicas 

Grau de 

conservação 

Bancos de 

dados 

Domínio 

funcional 
Descrição 

Análises in 

silico 

Correlação 

fenótipo 

TOR1A 
c.488C>T p.Ala163Val Similares Parcial  ,   Sim Incerta Discordantes Sim

b
 

c.907_909delGAG p.Glu303del - Alto  ,   - Patogênica - Sim 

TUBB4A c.883G>A p.Asp295Asn Diferentes Alto - Não - Patogênica Sim 

GCH1 
c.439C>T p.Pro147Ser Diferentes Alto - Sim - Patogênica Sim 

c.607G>A p.Gly203Arg Diferentes Alto - Não Patogênica Patogênica Sim 

TH c.81G>T p.Glu27Asp Similares Baixo  ,   Não - Benigna
a
 Não 

DDC 
c.568_569insCGATC p.Gln190Profs*3 - Alto - - - - Sim 

c.715A>T p.Met239Leu Similares Baixo - Não - Benigna Não 

THAP1 c.289C>T p.Gln97* - - - - Patogênica Patogênica Sim
b
 

SGCE c.584G>A p.Arg195His Similares Alto  ,   Não - Discordantes Não 

ATP1A3 

c.1472A>G p.Asn491Ser Similares Parcial  ,   Não - Benigno Não 

c.2653G>A p.Val885Ile Similares Parcial  ,  Não Provavelmente 

Benigna 

Benigno Não 

PRKRA 
c.665C>T p.Pro222Leu Similares Parcial  ,    Sim Patogênica Patogênica Sim 

c.795C>A p.Ser265Arg Diferentes Parcial - Sim - Patogênica Sim 

CIZ1 
c.1354C>A p.Gln452Lys Diferentes Parcial  ,    Sim - Benigna Sim 

c.2087A>G p.Asp696Gly Diferentes Parcial  ,     Sim - Patogênica Sim 

GNAL 

c.658G>T p.Asp220Tyr Diferentes Alto - Não - Patogênica Sim 

c.731A>G p.Glu244Gly Diferentes Parcial - Não - Patogênica Sim 

c.910G>A p.Asp304Asn Diferentes Parcial - Sim - Patogênica Sim 

KCTD17 
c.337G>A p.Glu113Lys Diferentes Parcial  ,   Sim - Patogênica Sim 

c.655G>A p.Glu219Lys Diferentes Baixo  ,   Não - Benigna
a
 Não

c
 

a- 
Pela maioria dos algoritmos / 

b
- A maioria das características / 

c
- o fenótipo correlacionou com o gene PRKRA onde o probando possui variante patogênica 

em homozigose. Grau de conservação: Alto: eucariotos; Parcial: vertebrados ou mamíferos; Baixo: primatas e nenhum. Descrição conforme estudos já 
publicados com a mesma variante ou pelo ClinVar. 



   

 

Conforme detalhado anteriormente, após análises de patogenicidade 

e correlação com o fenótipo, não identificamos evidências de patogenicidade 

suficientes para as variantes nos genes TH (c.81G>T), ATP1A3 (c.1472A>G) e DDC 

(c.715A>T), uma em cada probando, e nem para as variantes SGCE (c.585G>A), 

ATP1A3 (c.2653G>A) e KCTD17 (c.655G>A), que foram identificadas 

concomitantemente com outras variantes. Portanto, nesse estudo, variantes genéticas 

potencialmente patogênicas estavam presentes em 25 probandos (16%), as quais 

estão distribuídas por faixa etária na figura   .  

 

 
N (quantidade de probandos). Em vermelho estão ilustrados os genes com variantes potencialmente 
patogênicas e em verde estão os genes com variantes sem evidências de patogenicidade suficientes. 
Abaixo estão descritas as características fenotípicas dos probandos que permaneceram idiopáticos. 
Figura   . Distribuição das variantes genéticas potencialmente patogênicas e dos casos que 
permaneceram idiopáticos por faixa etária 



   

 

Além disso, variantes no gene MPPE1 (gene que não está descrito 

como causa de distonia) foram identificadas em 3 probandos do sexo feminino com 

acometimento cervical e surgimento dos sintomas entre 20 e 58 anos (Tabela  ). 

 

Tabela  . Características clínicas dos probandos com variantes no gene MPPE1 

P Variante Sexo 

Idade de 

surgimento 

(anos) 

Local de 

surgimento 

Duração da 

distonia  

(anos) 

Distribuição 

  c.911C>T 

p.Thr304Met 

F    Oromandibular   Oromandibular e 

Cervical 

  c.911C>T 

p.Thr304Met 

F    Cervical e 

membro inferior 

   Cervical e membro 

inferior 

  c.1022C>A 

p.Pro341His 

F    Cervical    Tronco e 

oromandibular 

  c.413G>A 

p.Arg138Gln 

F    Cervical    Cervical 

  c.1189T>A 

p.X397Arg 

F   Cervical    Cervical e todos os 

membros 

P (Probando). 

 

3.6 Prevalência de cada causa genética 

 

A prevalência de cada causa genética está descrita na tabela   e 

ilustrada na figura 47. Além dos casos investigados aqui, consideramos os casos com 

diagnóstico genético prévio à realização desse estudo (n=23), com variantes genéticas 

potencialmente patogênicas identificadas através do método de sequenciamento 

Sanger.    ,     

 

 
Quantidade de probandos afetados (n). 
Figura   . Frequência de cada causa genética de distonia no grupo amostral 



   

 

Tabela  . Frequência total de cada causa genética conforme método de identificação 

Gene 
Método Total afetados 

n(%) Sanger NGS 

TOR1A        ,    

TUBB4A -      ,    

GCH1        ,    

TH   -    ,    

DDC -      ,    

THAP1               ,    

SGCE   -  

PRKRA -      ,   

CIZ1 -      ,    

GNAL             ,    

KCTD17 -      ,    

Subtotal            ,    

Idiopáticos         ,    

TOTAL                

*Considerando um total de 176 probandos (153 investigados pelo método de NGS somados com 
23 probandos investigados previamente à realização desse estudo). 

 

Dos 130 probandos que permaneceram classificados como 

idiopáticos, cinco possuíam variantes genéticas que não demonstraram evidências de 

patogenicidade (genes TH, =1, DDC=1, KCTD17=1 e ATP1A3   . 

  



   

 

  DISCUSSÃO 

 

Nesse estudo, variantes genéticas potencialmente patogênicas 

foram identificadas em 25 dos 153 indivíduos com distonia idiopática. Embora grande 

parte da amostra seja composta por indivíduos com distonia de surgimento na fase 

adulta, a maioria das variantes foram identificadas na infância, adolescência e fase 

adulta inicial, indicando que hoje, análises genéticas por painel são mais úteis no 

diagnóstico de distonia com início precoce. A seguir, discutimos o impacto de cada 

variante na função proteica e no fenótipo dos probandos investigados. 

 

4.1 TOR1A 

 

Identificamos variantes TOR1A, em heterozigose, em dois 

probandos do nosso grupo amostral. Considerando esses casos, somados aos casos 

com diagnóstico prévio,  , % dos casos recrutados pela rede RBED possuem distonia 

causada por variantes nesse gene (  afetados /     total investigados). 

A deleção patogênica c.907_909delGAG / p.Glu303del no éxon 5, já 

está descrita na literatura como patogênica e frequentemente é relatada em distonia 

DYT-TOR1A, na qual contribui para aproximadamente 50% dos casos.    ) No presente 

estudo, essa variante foi encontrada em um probando com fenótipo característico de 

DYT-TOR1A.   ,     Mediante relato de história familiar positiva, a mesma variante foi 

confirmada na irmã do probando com fenótipo semelhante.  

Apesar de não alterar a matriz de leitura da proteína, a deleção do 

ácido glutâmico (Glu) está em uma posição conservada entre as espécies e foi predita 

como prejudicial à função proteica por todos os algoritmos de análises computacionais 

in silico. O resíduo 303 está localizado na região C-terminal da proteína torsina A, onde 

ela interage com KLC1, uma cadeia de subunidade da proteína cinesina I. Essa 

interação está relacionada com o transporte anterógrado mediado por cinesinas, 

realizado via citoesqueleto neuronal e como chaperona, também pode regular a 

atividade da cinesina e a ligação da carga a ser transportada (via KLC1).     O modelo 

proteico variante demonstrou perda de pontes de hidrogênio de interação entre 

domínios e alteração na conformação de uma região de loop, que podem estar 



   

 

relacionados com a deficiência de ativação dessa proteína via LULL1, conforme 

demonstrado experimentalmente.      

Embora o mecanismo fisiopatológico envolvido em DYT-TOR1A 

ainda não esteja totalmente elucidado, estudos funcionais e modelos animais indicam 

que a variante p.Glu303del é patogênica, afetando diversos processos nos neurônios 

dopaminérgicos da SNpc e cerebelo, com níveis mais altos de expressão da proteína 

alterada em relação à selvagem nessas estruturas.      Os processos comprometidos 

envolvem endocitose de vesículas sinápticas,     funcionamento do envelope nuclear 

em relação citoesqueleto (adquirindo associação mais forte à proteína SYNE),     

formação de inclusões perinucleares,     alterações na atividade estriatal, defeitos na 

liberação de dopamina e perturbação de vias cerebelares e hipocampais.   ,     

Outra variante identificada foi a c.488C>T / p.(Ala163Val) no éxon 3, 

em um homem com surgimento dos sintomas na língua aos 25 anos de idade, 

persistindo na forma focal por 2 anos (até o momento da avaliação clínica). Os 

sintomas ocorrem mediante uso de instrumento musical (trombone), relacionado com a 

atuação musical profissional do probando, que não possui história de distonia na 

família. Essa variante está descrita em todos os bancos de dados populacionais, mas 

com frequência inferior a 0,1%, seu impacto na função proteica está classificado como 

“incerto” (segundo o banco de dados ClinVar) e ambos os aminoácidos envolvidos 

possuem características semelhantes. 

Em primeira análise, a variante p.(Ala163Val) parece não impactar a 

função de torsina 1A e não estar relacionada com o fenótipo DYT-TOR1A. Porém, 

embora as análises in silico não tenham sido concordantes e o aminoácido alterado 

seja parcialmente conservado ao longo das espécies, a variante causa alterações nas 

ligações e interações dos aminoácidos adjacentes ao alterado, segundo modelo 

proteico, e afeta uma região de interação com a proteína SNAPIN. SNAPIN e torsina 

 A estão co-localizadas em grânulos secretórios de neuritos e atuam na maturação, 

liberação e recuperação de vesículas sinápticas. A ausência de SNAPIN e de sua 

interação com torsina  A levam à alteração no processo exo-endocítico e consequente 

redução no processo de reciclagem vesicular.     

Além disso, análises de variantes em TOR1A sugerem uma 

correlação genótipo-fenótipo, com desenvolvimento mais tardio e menos grave em 

casos onde a variante não é a delGAG no éxon 5.      A p.(Ala163Val) e outras 

variantes que afetam a mesma região proteica parecem estar relacionadas com 



   

 

distonia focal de surgimento tardio, geralmente desencadeada por fatores externos, 

como o uso excessivo de um grupamento muscular. Em outro estudo, a mesma 

variante foi identificada em um homem com surgimento de distonia na mão aos 26 

anos de idade (permanecendo focal por 20 anos) e história familiar positiva, mas sem 

segregação familiar. Outras variantes foram identificadas em casos de surgimento 

tardio que permaneceram na forma estática por anos,      inclusive uma variante 

afetando o mesmo domínio proteico (p.F205I) em um caso de distonia focal 

(oromandibular) de surgimento tardio (47 anos), história familiar negativa e boa 

resposta ao tratamento com anticolinérgicos, no qual verificou-se agregados proteicos 

mal-formados no meio intracelular (inclusões intracelulares).      

 

4.2 TUBB4A 

 

Identificamos em um probando, a variante missense c.883G>A / 

p.(Asp295Asn) em heterozigose no éxon 4 do gene TUBB4A. Foi identificada em um 

homem, sem história familiar, com surgimento da distonia no membro superior direito 

aos 6 anos de idade, generalização dos sintomas ao longo de 24 anos, marcante 

envolvimento laríngeo e disfonia, sem resposta satisfatória ao tratamento farmacológico 

(levodopa, benzodiazepínicos e anticolinérgicos) e à aplicação de toxina botulínica. 

Exceto pelo surgimento precoce dos sintomas, o caso reportado nesse estudo possui 

fenótipo semelhante aos reportados em outros estudos.   ,      

Como a mesma variante foi confirmada no pai, em duas tias e no 

irmão do probando, todos assintomáticos, devemos considerar duas possíveis 

situações: 1. A variante em questão não está relacionada com distonia, e nesse caso, a 

correlação com o fenótipo de distonia e disfonia sussurante teria sido ao acaso, ou 2. 

Em DYT-TUBB4A há penetrância reduzida ou influência de polimorfismos de proteção 

ou susceptibilidade em relação à expressão dos sinais e sintomas clínicos, como 

descrito em DYT-TOR1A. Ocasionalmente, uma variante de origem materna no gene 

ATP1A3 (p.Val885Ile) foi identificada no mesmo probando, assim como em seu irmão 

assintomático. Essa variante não atingiu nenhum dos critérios de patogenicidade 

avaliados nesse estudo, embora possa ser um fator de risco. Até o momento do 

recrutamento, o irmão do probando, com 30 anos de idade, era assintomático. 



   

 

Entretanto, deve ser considerado que na maioria dos casos TUBB4A já descritos a 

idade de início dos sintomas foi na fase adulta (dos 13 aos 37 anos de idade).   ,  ,      

Segundo comparação de modelos proteicos, a variante em questão 

afeta regiões de interação entre domínios, devido à perda de pontes de ligação entre 

eles, prejudicando as alterações conformacionais necessárias mediante ativação e 

oligomerização e o nível de interação de alguns sítios de ligação. A interação correta 

entre resíduos pertencentes à diferentes domínios da proteína é essencial para a 

estabilidade do monômero e do sítio ligante de GTP/GDP, assim como para a dinâmica 

entre os domínios N-terminal e intermediário após hidrólise do GTP e despolimerização 

do microtúbulo.      Portanto, a perda dessas pontes de interação (como observado no 

modelo D295N) pode contribuir para a desestabilização da beta-tubulina mediante 

ativação e oligomerização. 

 

4.3 GCH1 

 

Variantes heterozigóticas foram identificadas no gene GCH1 de 2 

probandos com distonia dopa-responsiva, mas sem sinais de parkinsonismo. Essas 

variantes não estavam descritas em bancos de dados populacionais e foram preditas 

como prejudiciais à função proteica por todos os algoritmos in silico. 

A variante c.439C>T / p.(Pro147Ser) no éxon 2, está descrita na 

base de dados do dbSNP, mas não relacionada com distonia. Essa variante provoca a 

substituição de um aminoácido apolar por um polar, em uma posição conservada da 

proteína e afeta um sítio ligante de polipeptídeos (interface homodecamer),      

comprometendo a interação com outras proteínas, desestabilizando a estrutura central 

da proteína GTP ciclohidrolase I e interferindo na exposição de sítios ligantes de GTP, 

segundo o modelo proteico. 

Já a variante c.607G>A / p.Gly203Arg no éxon 5 não afeta nenhum 

domínio diretamente, porém, devido às diferenças físico-químicas dos aminoácidos 

envolvidos, essa variante também desestabiliza o arcabouço central da proteína, 

podendo comprometer a atuação dos seus sítios ativos expostos, conforme observado 

nos modelos moleculares preditos. Além disso, essa variante já foi descrita em outros 

casos de distonia dopa-responsiva, sendo classificada como “patogênica” segundo o 

banco de dados ClinVar.       



    

 

Considerando o fenótipo de distonia dopa-responsiva dos probandos 

e as análises de patogenicidade realizadas, ficou evidenciado o comprometimento 

parcial da função da enzima GTP ciclohidrolase I na síntese de dopamina (devido à 

heterozigose dos casos). A diminuição de dopamina nos núcleos da base, em especial 

no estriado, pode ter gerado um desequilíbrio das vias direta e indireta do movimento, 

atrasando os comandos enviados pela via direta (devido à diminuição da excitação 

dessa via) e acelerando os comandos enviados pela via indireta (devido à ausência do 

efeito retardante via receptores D2). Como o quadro resultando dessa deficiência de 

dopamina seria contrário ao de hipercinesia, podemos especular o envolvimento dos 

mecanismos de compensação e feedback estriatal, aumentando a entrada excitatória 

nesse núcleo, gerando movimentos exacerbados. A melhora dos sintomas após 

administração de levodopa é correspondente à restauração do equilíbrio entre as vias 

do movimento. 

 

4.4 TH 

 

Diversas evidências apontam para a não-patogenicidade da variante 

c.81G>T / p.(Glu27Asp). Primeiro, DYT-TH é uma causa autossômica recessiva, onde 

geralmente, portadores heterozigóticos como nesse caso, são assintomáticos. Além 

disso, a variante envolve aminoácidos bioquimicamente similares (ambos são polares 

carregados negativamente), não afeta nenhum domínio ou sítio funcional descrito, está 

em uma região não conservada entre as espécies e foi predita como neutra pela 

maioria dos algoritmos in silico. Não houve correlação genótipo-fenótipo, foi identificada 

em uma mulher, sem história familiar, com distonia focal no membro superior direito, de 

surgimento aos 24 anos e de forma estática por 1 ano. Não foram observados sinais de 

parkinsonismo e o tratamento com levodopa não foi informado. 

 

4.5 DDC 

 

No gene DDC, identificamos duas variantes, a substituição 

c.715A>T:p.(Met239Leu) e uma inserção de 5 nucleotídeos c.568_569insCGATC 

(p.Gln190Profs*3). 



    

 

A variante c.715A>T / p.(Met239Leu) afeta uma região não 

conservada da proteína dopa descarboxilase e troca aminoácidos com propriedades 

semelhantes, ambos são apolares de carga neutra. Embora o probando tenha história 

familiar de distonia, as análises in silico não indicaram quaisquer indícios de 

patogenicidade da variante e não foram observadas quaisquer alterações no modelo 

proteico com a variante. Considerando os resultados de patogenicidade e o fenótipo, 

não foi possível relacionar essa variante com a distonia no probando. 

Em contrapartida, a variante c.568_569insCGATC p.(Gln190Profs*3) 

foi identificada em um probando com distonia-parkinsonismo, de surgimento nos 

membros durante a infância e generalização. Essa variante resulta em uma proteína 

menor, com 50% de seus aminoácidos ausentes, afetando o domínio descarboxilase e 

perdendo sítios ligantes de fosfato.  

Variantes autossômicas recessivas estão relacionadas com o quadro 

de deficiência de descarboxilase, com fenótipo mais grave que envolve outras 

desordens motoras e casos onde distonia é a principal característica clínica também 

foram reportados.    ,     No caso dessa variante, somente análise funcional da proteína 

alterada será capaz de evidenciar o grau de comprometimento da função proteica. 

 

4.6 THAP1 

 

Uma variante já descrita como patogênica no Brasil    ,     foi 

identificada em heterozigose em seis indivíduos do nosso grupo amostral (3,92%). 

No estudo onde a variante c.289C>T / p.Gln97* foi descrita pela 

primeira vez,      os portadores tiveram o surgimento de distonia entre 6 e 22 anos, nos 

membros ou região crânio-cervical com progressão para as formas segmentar e 

generalizada. Nos probandos investigados aqui, o fenótipo foi semelhante, distonia de 

surgimento precoce nos 5 homens afetados (entre 5 e 22 anos) e surgimento tardio na 

mulher (45). Os sintomas iniciaram na região cervical (2) ou membros (4), seguido de 

expansão para multifocal (3) ou generalizada (3). 

O códon indicar de término da transcrição formado no começo do 

éxon 3 não afeta o domínio dedo de zinco mas leva à perda da região Pro-rich (região 

envolvida na formação de homodímeros), e perda da sequência de localização nuclear 

(NSL – Nuclear Signal Localization), afetando a função de THAP1 em ligar-se à 



    

 

sequências específicas de DNA, reprimindo ou ativando processos de 

transcrição.    ,     Além disso, assim como essa variante, mutações de truncamento 

levam à perda da sequência de localização nuclear, alterando a localização subcelular 

de THAP1 do núcleo para o citoplasma, caracterizando a disfunção dessa proteína no 

local de ação necessário.      

 

4.7 SGCE 

 

O gene SGCE codifica uma proteína da família sarcoglicana, 

proteínas transmembrana componentes do complexo distrofina-glicoproteína, que atua 

na ligação do citoesqueleto de actina à matriz extracelular, localizada no complexo de 

Golgi e na membrana plasmática. 

A variante SGCE c.584G>A / p.(Arg195His) está em uma região 

não-membrana, na face extracelular e não afeta o domínio caderina. Embora tenha 

baixa frequência nos bancos de dados populacionais, esteja em uma região 

conservada entre as espécies e tenha sido predita como prejudicial à função proteica 

pela maioria dos algoritmos in silico, não correlacionou com o fenótipo. O fenótipo foi 

condizente com a outra variante identificada no gene GNAL do mesmo probando, com 

distonia focal estática na região cervical de surgimento tardio e sem mioclonia. Além 

disso, essa variante pode não ter influência no fenótipo devido à baixa penetrância de 

variantes SGCE.     

 

4.8 CIZ1 

 

Em nossa amostra, identificamos 4 variantes em CIZ1, das quais 

somente duas afetam isoformas expressas no cérebro.  

A variante c.1  4 C>A / p.(Gln4 2Lys) foi identificada em uma 

mulher com surgimento da distonia na região cervical e membros aos 20 anos, com 

generalização ao longo de 32 anos. História familiar foi reportada no sobrinho com 

surgimento dos sintomas aos 4 anos e, possivelmente, na avó paterna. O material 

biológico dos familiares não estava disponível para análise. Essa variante envolve 

aminoácidos similares bioquimicamente, afeta uma região rica em glutamina, mas 

pouco conservada da proteína e não mostrou resultados concordantes na análise in 

silico. 



    

 

A outra variante, c.     A>G / p.(Asp6 6Gly) afeta somente a 

isoforma 1 de CIZ1, expressa em menores níveis na substância negra e no cerebelo 

em relação à isoforma 2.     Foi identificada em uma mulher sem história familiar, com 

surgimento dos sintomas aos 27 anos na região cervical, de forma estática e associada 

com mioclonia nos membros superiores. Predita como prejudicial à função proteica, a 

troca de um aminoácido polar por um apolar ocorreu em uma posição conservada da 

proteína, que constitui um sítio ligante de ácido nucléico, com atuação no 

reconhecimento de DNA. 

O mecanismo de atuação da proteína CIZ1 no sistema nervoso 

central e seu papel fisiopatológico na distonia ainda não está elucidado, o que dificulta 

a realização de estudos funcionais determinantes. Assim como nesse estudo, os 

estudos anteriores que identificaram variantes nesse gene em indivíduos com distonia 

se basearam na conservação do aminoácido entre as espécies e em análises in silico 

para avaliar o impacto da variante na função proteica. A proteína CIZ1 em sua 

totalidade possui menor grau de conservação entre as espécies, o que interfere no 

resultado das análises in silico e deve ser considerado na incerteza de sua 

classificação como benigna ou neutra. Nos dois casos identificados nesse estudo 

houve correlação do genótipo observado com o fenótipo descrito de distonia cervical 

com surgimento na fase adulta.     

 

4.9 GNAL 

 

Com fenótipo muito característico dessa causa, identificamos   

variantes nesse gene, uma em cada probando. As afetadas são mulheres, que tiveram 

surgimento dos sintomas entre 35 e 36 anos de idade, na região cervical, 

permanecendo focal em duas. História familiar positiva foi relatada somente em um 

caso. 

Nenhuma das variantes foram descritas em indivíduos com distonia 

e nem em bancos de dados populacionais. As variantes c.658G>T / p.(Asp220Tyr) e 

c.731A>G / p.(Glu244Gly) foram preditas como patogênica, estão em regiões 

conservadas da proteína, e mesmo não afetando diretamente nenhum domínio ou sítio 

funcional, estão muito próxima de tais regiões como a GoLoco, responsável por 

associar ou não as subunidades da proteína G mediante ativação.      



    

 

Já a variante c.910G>A / p.(Asp304Asn) altera o último aminoácido 

da região Switch II da proteína Gαolf (região de loop que sofre alteração 

conformacional após ligação de GTP),    ,     além de estar próxima aos sítios de 

interação com as subunidades beta e gama, com a proteína adenilato ciclase e 

também ao sítio de ligação GoLoco. 

Análise dos modelos proteicos preditos indicou comprometimento 

das interações entre estruturas secundárias da proteína Gαolf, inclusive em regiões 

que compõem o núcleo de ativação (ligante de GTP) e regiões que sofrem alterações 

conformacionais após essa ativação. Tais alterações podem interferir na atuação dessa 

proteína no processo de transdução de sinal que ocorre em neurônios estriatais, 

desequilibrando as vias do movimento. 

Além das variantes no gene GNAL, variantes no gene MPPE1 (não 

descrito para distonia) também foram identificadas, uma vez que os dois genes se 

sobrepõem na mesma região genômica. O gene MPPE1 (também conhecido por 

PGAP5) possui 4 isoformas, das quais a isoforma 1 é a mais longa, com 396 

aminoácidos em seu produto proteico. Esse gene codifica a proteína transmembrana 

metalofosfoesterase I, com expressão no sistema nervoso central, principalmente, em 

estruturas envolvidas na circuitaria motora como o núcleo caudado, a substância negra 

e o tálamo. A proteína metalofosfoesterase I atua no transporte de proteínas ancoradas 

ao retículo endoplasmático, que são direcionadas ao complexo de Golgi para 

expressão na superfície celular.    ,     

Somente por meio desse estudo, mesmo com a posterior 

investigação em todos os indivíduos com história familiar do banco RBED, não foi 

possível estabelecer uma relação causal entre variantes no gene MPPE1 e distonia, 

porém, cabe destacar que, em sua maioria, as variantes foram preditas como 

patogênicas e o fenótipo dos probandos envolvidos foi de acometimento cervical e 

surgimento tardio dos sintomas. No probando com a variante c.1189T>A (p.X397Arg), 

que leva à perda de um códon de parada de transcrição, o fenótipo foi mais grave, com 

início dos sintomas na infância e generalização. 

 

 

 



    

 

4.10 ATP1A3 

 

Aparentemente, as variantes c.1472A>G / p.(Asn491Ser) e 

c.2653G>A / p.(Val885Ile) identificadas no gene ATP1A3 não possuem efeito 

patogênico. Nenhuma das duas altera as propriedades bioquímicas dos aminoácidos 

envolvidos e nem afetam domínios funcionais e regiões transmembrana. As regiões 

acometidas são parcialmente conservadas entre as espécies e foram preditas como 

neutras pela maioria dos algoritmos in silico. 

Não houve correlação do genótipo com o fenótipo. A variante 

p.(Asn491Ser) foi identificada em uma mulher com surgimento da distonia na região 

cervical aos 35 anos de idade, generalizando ao longo de 21 anos. A variante 

p.(Val885Ile), por sua vez, foi identificada em um indivíduo que já possui variante e 

fenótipo TUBB4A. Em nenhum dos dois probandos foram observados sinais de 

parkinsonismo, surgimento abrupto e nem resposta ao tratamento com levodopa. 

 

4.11 PRKRA 

 

Identificamos variantes PRKRA em seis probandos. A variante 

patológica c.665C>T / p.Pro222Leu estava presente em seis indivíduos em padrão 

homozigoto, conforme reportado previamente em casos DYT-PRKRA.(74,200–       

PRKRA codifica a proteína PACT. Normalmente, PACT é inibida 

pela proteína ligante de RNA TRBP e, em condições de estresse, se dissocia de TRBP 

e ativa PKR para inibição da síntese proteica.      Estudos funcionais demonstraram 

que a mutação c.665C>T altera a afinidade de PACT, e mediante estresse celular, a 

proteína alterada leva mais tempo para de dissociar de TRBP e causa uma maior 

ativação de PKR, atrasando e amplificando a resposta intracelular ao estresse.      

Em um único probando, identificamos uma heterozigose composta 

pela mesma variante patogênica c.665C>T / p.Pro222Leu no éxon 7 somada à uma 

nova variante no éxon 8, c.795C>A / p.(Ser   Arg). Essa alteração ocorre em uma 

região conservada do domínio 3 na proteína PACT. Não estava descrita nos bancos de 

dados populacionais, não foi encontrada em 246 cromossomos de controles brasileiros 

saudáveis e foi predita como deletéria pela maioria das análises in silico. Estudos in 



    

 

vitro mostraram que a alteração de vários resíduos nessa região, incluindo o resíduo 

265, impedem PACT de se ligar e ativar a proteína PRK.       

Exceto pela ausência de parkinsonismo (reportada também por 

outros estudos), a maioria dos probandos apresentou fenótipo semelhante aos outros 

estudos descritos previamente, com distonia precoce de surgimento focal seguida por 

generalização e sem resposta ao tratamento anticolinérgico e 

dopaminérgico.   ,   ,   ,     Como particularidades fenotípicas observadas, há 

surgimento tardio (aos 25 e 53 anos) em dois probandos, caracterizando o primeiro 

relato de PRKRA também como causa de distonia com surgimento tardio. Quanto à 

progressão dos sintomas, não houve progressão em um probando com distonia focal, 

porém, não é possível afirmar padrão estático devido ao curto período de 

acompanhamento. Em contrapartida, outro probando permaneceu na forma segmentar 

17 anos após o surgimento dos sintomas, sem progressão para a forma generalizada.  

Membros afetados das famílias reportadas anteriormente (da 

Polônia, Itália e Brasil) que portavam a mutação c.665C>T, compartilhavam um trecho 

de marcadores homozigotos idênticos nas imediações do gene PRKRA , sugerindo um 

possível efeito fundador nesses casos.   ,   ,     Como membros da família dos 

probandos incluídos nesse estudo não estavam disponíveis para avaliação, para 

verificar se a variante c.665C>T em homozigose originou de ancestral comum aos 

probandos, investigamos 4 variantes polimórficas (rs3997879, rs3997878, rs3997877 e 

rs           na região  ‟ UTR e uma inserção frequente (rs150523431), cobertas pelo 

mesmo painel de sequenciamento. Dois dos seis probandos possuíam marcadores 

heterozigóticos nessa região, somados a um terceiro probando de etnia japonesa e não 

miscigenada, sugerindo pelo menos três eventos independentes dessa variante na 

população brasileira (Tabela  ). 

 



    

 

Tabela  . Genótipos de marcadores polimórficos na região genômica do PRKRA 

 Probandos / Genótipos 

Chr 2 Posição ID snv/ ins MAF Ref.               

          rs3997879  .     G G A G A G G G G G G G G G G 

          rs3997878  .     C C T C T C C C C C C C C C C 

          rs3997877  .     A A G A G A A A A A A A A A A 

          rs150679361  .       G G G G G G G G G G G G G G T 

           rs121434410  .         C T T T T T T T T T T T T C T 

          rs150523431  .     G GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  GTAC  G GTAC  

*c.665C>T (p.P222L); MAF = menor frequência alélica (minor allele frequency) conforme banco de dados gnomAD (consulta realizada em Julho/2019). As 
regiões de heterozigose estão destacadas. 

 



    

 

4.12 KCTD17 

 

Duas variantes foram identificadas no gene KCTD17, uma em cada 

probando. A variante c.337G>A / p.(Glu113Lys) está localizada em uma região 

conservada da proteína KCTD17, dentro de um domínio de interação proteica e 

responsável pela montagem de canais tetraméricos funcionais.      Não está descrita 

em nenhum dos bancos de dados e foi predita como prejudicial à função proteica por 

todos os algoritmos in silico. O fenótipo do probando avaliado nesse estudo compartilha 

do mesmo fenótipo isolado descrito no estudo inicial, portador da variante p.Arg145His. 

Ambos são do sexo feminino, com início dos sintomas na fase adulta 

(aproximadamente aos 20 anos), com acometimento da região cervical de forma 

estática por mais de 20 anos, história familiar positiva e sem sinais de mioclonia.     

Por outro lado, a variante c. 655G>A / p.(Glu219Lys) parece não 

estar relacionada com distonia, uma vez que não afeta nenhum domínio ou sítio 

funcional, está em uma região não conservada da proteína e, principalmente, porque o 

probando já possui uma variante homozigótica patológica no gene PRKRA com 

fenótipo característico dessa causa. 

 

4.13 Limitações do estudo 

 

Como limitações desse estudo podemos destacar que os dados 

clínicos dos probandos investigados foram coletados no momento do recrutamento, os 

quais podem ter variado ao longo do tempo, podendo eventualmente não refletir o atual 

quadro fenotípico, muito embora a maioria continue em acompanhamento clínico nos 

centros de recrutamento. Ademais, alguns dados coletados (como por exemplo, local e 

idade de surgimento dos sintomas) podem ter viés de memória e familiares não 

estavam disponíveis para análise em todos os casos. 

Cabe destacar que, mesmo com as análises in silico realizadas 

nesse estudo, somente estudos funcionais in vitro e in vivo poderão afirmar com 

certeza a patogenicidade das variantes identificadas.  

  



    

 

  CONCLUSÕES 

 

1. Padronizamos a análise molecular de 13 genes descritos para 

distonia, por meio da técnica de ressequenciamento direcionado por painel, assim 

como, análises de patogenicidade de avaliação das variantes sob diversas 

perspectivas; 

2. Identificamos causas genéticas em 16% dos casos que 

permaneceram classificados como idiopáticos, após investigação anterior por método 

de sequenciamento Sanger. Além disso, descrevemos novas variantes para distonia e 

confirmamos causas que haviam sido tidas como incertas. Podemos concluir que 

variantes não delGAG no gene TOR1A podem ser fatores de risco para distonia focal 

de surgimento no adulto, confirmamos o papel dos genes TUBB4A, CIZ1 e KCTD17 

como causa de distonia em nossa amostra, sendo esse o primeiro estudo de 

confirmação em indivíduos brasileiros e expandimos o espectro fenotípico de variantes 

DDC em distonia-parkinsonismo, com fenótipo menos grave e sem outras desordens 

associadas; 

3. Considerando o grupo amostral total da Rede Brasileira para 

estudo das distonias, DTY-THAP1 foi a causa mais comum, seguida por DYT-GCH1. 

Inusitadamente, DYT-PRKRA não foi uma causa incomum de distonia (na qual história 

familiar e consanguinidade nem sempre estavam presentes), estando mais frequente 

em nossa amostra do que casos DYT-TOR1A. Em sua maioria, o genótipo identificado 

correlaciou com o fenótipo observado no momento do recrutamento; 

4. Embora estudos funcionais sejam necessários para confirmar a 

patogenicidade das variantes identificadas (principalmente nos casos esporádicos), 

nossos resultados indicam heterogeneidade genética em nossa amostra, tornando o 

método de sequenciamento por painel em distonia eficaz, principalmente, em casos de 

início precoce. 
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Abstract 

 

Introduction: Dystonia is a movement disorder of neurological order, characterized by 

involuntary contractions that lead to abnormal movements and postures, or both, that 

can occur in an isolated part or in the whole body. Studies in dystonia have advanced 

due to improvement of sequencing technologies. The discovery of novel genes and 

pathogenic allelic variants allowed the identification of proteins involved in the 

pathophysiology of dystonia implicated in several metabolic pathways when 

dysfunctional. Actually, genetic diagnosis in dystonia is already an element used to 

define prognosis, useful in indication of specific treatments, especially in relation to 

surgical treatment, and reclassification of sporadic or familial cases considered 

idiopathic. Purpose: This project aimed to standardize the molecular analysis of the 

main genes described, identifying potentially pathogenic variants in Brazilian individuals 

with idiopathic dystonia, to characterizing them according their pathogenic potential and 

to establish genotype – phenotype correlations. Methods: Through the project 

“Brazilian Network for the Study of Dystonia”,     individuals with isolated or combined 

idiopathic dystonia, were investigated for allelic variants in TOR1A, TUBB4A, GCH1, 

TH, DDC, THAP1, SGCE, ATP1A3, PRKRA, CIZ1, ANO3, GNAL and KCTD17 genes 

by a custom amplicon-based assay for targeted resequencing (TruSeq® Custom 

Amplicon) in the MiSeq system (Illumina). The obtained sequences were aligned to 

human genome reference and allelic variants were characterized by in silico analysis 

according its pathogenic potential and correlation with the phenotype. To date, in silico 

homology molecular modeling was performed to evaluate the impact of variants on 

protein function and conformation. Results: In this study, in 16% of the probands, we 

identified 25 allelic variants with a possible causal contribution to dystonia in most 

genes investigated in the panel, including variants already established as cause of 

dystonia in the TOR1A, THAP1, GCH1, and PRKRA genes. Unusually, DYT-PRKRA 

was a major cause of dystonia in our sample, accounting for about 4% of cases, without 

parkinsonism. Novel variants in the CIZ1, GNAL, and KCTD17 genes correlated with 

the phenotype of cervical dystonia with onset in adulthood, but myoclonus described in 

DYT-KCTD17 cases was not observed in the proband of this study. In DDC gene, we 

identified a frameshift insertion and premature stop codon with high impact on protein 

function, according to in silico analyzes, in case of dystonia-parkinsonism. 



 

 

Conclusions: Through this study, it was possible to confirm the role of the TUBB4A, 

CIZ1 and KCTD17 genes as cause of dystonia in our sample, this being the first 

confirmatory study in Brazilian individuals. Unlike other studies, PRKRA was a frequent 

cause. In addition, we described ten novel variants characterized according to 

pathogenic potential. Regarding the etiology of dystonia, although functional studies are 

necessary to confirm the pathogenicity of the variants identified in this study, our results 

showed genetic causes among idiopathic cases in our sample, with greater efficacy in 

cases with early onset.  
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