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Resumo

Introducdo: Distonia é um distrbio do movimento de ordem neuroldgica,
caracterizado por contracdes involuntarias que levam a movimentos e/ou posturas
anormais, que podem ocorrer em uma parte isolada ou no corpo todo. Os estudos em
distonia tém avancado devido ao aprimoramento das tecnologias de sequenciamento.
A descoberta de novos genes e suas variantes alélicas patogénicas vém possibilitando
a identificacdo de proteinas envolvidas na fisiopatologia das distonias e que
comprometem vias metabdlicas importantes quando nao funcionais. Hoje, o diagndstico
genético em distonia jA € um elemento utilizado para definicdo de progndstico,
auxiliando na indicacdo de tratamentos especificos, principalmente, em relacdo ao
tratamento cirdrgico, e, na reclassificacdo de casos esporadicos ou familiares tidos
como idiopaticos. Objetivos: Padronizar a analise molecular dos principais genes
descritos, identificando variantes potencialmente patogénicas em individuos brasileiros
com distonia idiopética e caracterizando-as conforme seu grau de patogenicidade para
correlagcdes gendtipo-fenétipo. Métodos: Através do projeto “Rede Brasileira para
Estudo das Distonias”, 153 individuos com distonia idiopatica 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 (lllumina), com
sequenciamento no sistema MiSeq (lllumina). As sequéncias obtidas foram alinhadas
ao genoma humano de referéncia e as variantes alélicas foram caracterizadas por
analises in silico quanto ao seu potencial patogénico e correlagdo com o fendtipo.
Modelagem molecular por homologia in silico foi realizada para avaliacdo do impacto
da variante na funcdo e conformacéo proteica. Resultados: Nesse estudo, em 16%
dos probandos selecionados, identificamos 25 variantes alélicas com possivel
contribuicdo causal para distonia na maioria dos genes investigados no painel,
incluindo variantes jA estabelecidas como causa de distonia nos genes TORIA,
THAP1, GCH1 e PRKRA. Inusitadamente, DYT-PRKRA foi uma causa importante de
distonia em nossa amostra, responsavel por cerca de 4% dos casos, sem
parkinsonismo. Novas variantes no gene ClZ1, GNAL e KCTD17 correlacionaram com
o fenotipo de distonia cervical com surgimento na fase adulta, porém, mioclonia
descrita em casos DYT-KCTD17 néo foi observada no probando desse estudo. No

gene DDC, identificamos uma insercdo que resulta na alteracdo na matriz de leitura e
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um codon de parada prematuro com alto impacto na funcéo proteica, segundo andlises
in silico, em um caso de distonia-parkinsonismo. Conclusdes: Através desse estudo,
foi possivel confirmar o papel dos genes TUBB4A, ClIZ1 e KCTD17 como causa de
distonia em nossa amostra, sendo esse 0 primeiro estudo de confirmacdo em
individuos brasileiros e, diferente de outros estudos, PRKRA foi uma causa frequente.
Além disso, descrevemos 10 novas variantes caracterizadas conforme seu potencial
patogénico. Em relacdo a etiologia da distonia, embora estudos funcionais sejam
necessarios para confirmar a patogenicidade das variantes identificadas nesse estudo,
nossos resultados demonstram causas genéticas entre casos idiopaticos em nossa

amostra, com maior eficacia nos casos de inicio precoce.

Descritores: Distonia/genética; Variacdo genética; Transtornos dos movimentos
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1 INTRODUCAO

1.1 Distonia

Distonia € um distarbio do movimento de carater hipercinético. E
caracterizada por contracbes musculares, geralmente iniciadas por acdo voluntaria,
gue levam a movimentos e/ou posturas de torcdo anormais, frequentemente repetitivos,
gue podem ocorrer de forma intermitente ou sustentada e serem acompanhados de
tremor. Tais movimentos distonicos afetam diretamente a qualidade de vida dos
individuos acometidos (conforme a gravidade dos sintomas e os locais afetados), seja
por fatores como dor, fadiga, alteracbes no sono, incapacitacdo para atividade
profissional e até mesmo impedimento da realizacéo de tarefas diarias simples.!"?

Considerado a principio um disttrbio psicogénico?, distonia passou a
ser discutida como um distarbio do movimento, quando Oppenheim, em 1911,
descreveu o0 quadro clinico de alteracdes tbnico-musculares (alternantes entre
hipotonia e hipertonia), sem evidéncias de atrofia, fraqueza muscular ou perda
sensorial. Nos 30 anos seguintes, com a descricdo de outros casos, expandiu-se 0
espectro fenotipico da distonia, ora ocorrendo como um sintoma, ora associada a outra
doenca ou simplesmente ocorrendo como um distdrbio isolado.®®

Como nenhum fator causal foi identificado através de analises
anatomopatologicas, principalmente quando a distonia ocorria de forma isolada, sua
origem psicogénica permaneceu como causa durante anos. Até que em 1942, estudos
de eletromiografia se mostraram eficazes em diferenciar distonia de outros disturbios
do movimento, visto que, tal exame possibilita a identificacdo dos musculos que estdo
ou ndo sendo contraidos durante a realizacdo de um determinado movimento. Com
base nessa informacdo, Ernst Herz utilizou-se dessa técnica em individuos com
distonia isolada, e constatou que tais alteragbes do tdnus muscular (os chamados
movimentos distdnicos) ocorriam porque musculos agonistas e antagonistas de um
movimento contraiam-se simultaneamente. Tal descoberta confirmou distonia como um
distirbio do movimento distinto dos outros, com origens organicas e hao

exclusivamente psicogénicas.®"

! Psicogénico — de origem e desenvolvimento psicolégico; causa psiquica que explica uma mudanca de
comportamento ou revela um sintoma.



A partir de entdo, para que houvesse um reconhecimento mais
amplo dessa condicdo em diversas populacdes, tornou-se necessario estabelecer
critérios claros de definicdo e classificacdo da distonia, 0os quais se alteraram ao longo
dos anos até o ultimo consenso internacional realizado em 2013, no qual foi baseado

esse manuscrito."

1.2 Classificacao

A classificacdo da distonia passou por constantes reformulaces, a
fim de se adequar ao conhecimento cientifico atual. Critérios mais definidos e
esquemas mais abrangentes foram e continuam sendo propostos, de forma que
representem as diversas manifestacdes clinicas e causas conhecidas. Hoje, distonia é
classificada conforme dois eixos principais: caracteristicas clinicas e etiologia, descritos
a seguir."®
Eixo |. Caracteristicas clinicas: descrevem o0 grau de
acometimento da distonia no individuo, sendo elas:
e Idade de inicio dos sintomas:
% Primeira infancia (do nascimento aos 2 anos);
% Segunda infancia (dos 3 aos 12 anos);
%+ Adolescéncia (dos 13 aos 20 anos);
% Fase adulta inicial (dos 21 aos 40 anos);
+ Fase adulta tardia (acima dos 40 anos).
e Distribuicdo corporal:
% Focal (somente uma regiao afetada);
s Segmentar (duas ou mais regides adjacentes afetadas);
+* Multifocal (duas ou mais regides néo adjacentes afetadas);
% Hemidistonia (quando a maioria das regides de um lado do
corpo estao afetadas);
* Generalizada (tronco e pelo menos outras duas regides
afetadas).
e Padréo temporal (em relacdo ao curso da doenca):
% Estético (quando ndo h& expansdo dos sintomas para outras

regides);



% Progressivo (quando tende a atingir outras regibes do corpo
com o passar do tempo).
e Padrdo temporal (em relacéo a variabilidade de ocorréncia):
% Persistente (quando os sintomas persistem ao longo do dia);
% Acado-especifica (quando a distonia ocorre mediante a
realizacdo de um movimento especifico);
% Flutuacdo-diurna (quando h& alteracdo da gravidade dos
sintomas durante o dia);
% Paroxistica (ap6s episodios repentinos, desencadeados por um
gatilho).
e Eventos associados:
% Distonia isolada (quando distonia € a Unica caracteristica
clinica, com excecao de tremor);
+ Distonia combinada (quando ocorre com outro disturbio do
movimento e / ou manifestacdo sistémica / neuroldgica).
Eixo Il. Etiologia: descreve a causa e origem do disturbio, onde
cabe destacar se ha:
e Mudanca anatomica identificavel:
% Lesao estrutural ou degeneracéo.
e Causa genética:
% AutossOmica dominante;
% Autossdmica recessiva;
% Ligada ao cromossomo X;
+ Mitocondrial.
e Causa secundaria (evidéncia de distonia adquirida):
 Injaria cerebral perinatal, infeccdo, drogas, neoplasia, entre
outros.

e ldiopatica: onde nenhuma causa etioldgica foi identificada.



1.3 Diagnéstico

O diagnéstico consiste, principalmente, em delineamento e avaliacio
clinica, a partir de uma boa anamnese e exame neurolégico. Todavia, distonia € muito
heterogénea tanto clinica quanto etiologicamente. Pode iniciar em qualquer faixa etaria
e regido corporal, de forma isolada ou combinada com outros disturbios e demonstra
variados graus de acometimento e incapacitacéo.'®9

Exames complementares como eletromiografia, testes laboratoriais e
de neuroimagem devem ser considerados em casos duvidosos ou quando h& suspeita
de distonia por causas secundarias. Testes genéticos sdo mais Uteis nos casos
generalizados de inicio precoce, quando ha historia familiar positiva (com suspeita de
heranca genética) ou em casos com fenotipos atipicos (com caracteristicas clinicas
distintas das observadas na rotina médica e que dificultam o diagndstico clinico), nos
quais tém demonstrado maior eficacia em relacdo a alguns fatores como tempo, custo
e precisdo diagnéstica.*#'?

No Brasil, assim como ocorre com outras doencas raras, O
diagnéstico depende da educacdo e treinamento continuado dos profissionais que
atuam na atencdo basica a saude, os quais sdo responsaveis pelo encaminhamento
dos casos suspeitos aos centros de atendimento especializado. Tais centros de
atendimento especializado sdo capazes de realizar o diagnéstico, definir uma
estratégica terapéutica, realizar aconselhamento genético, acompanhamento
profissional e investigacio da causa para melhor definicdo do prognéstico.

Mundialmente, encaminhamento especializado e diagnéstico por
vezes é dificil, com demora de meses até anos, sujeito a tratamentos intermediarios
inadequados. Estudos realizados no Canada, Estados Unidos e Italia demonstraram
gue o acesso ao diagnostico e tratamento da distonia é demorado, principalmente nas
formas focais e segmentares de surgimento no adulto. Os individuos consultam
diversos médicos (em média 3 profissionais, segundo estudo canadense), com uma
demora de 1 até 5 anos para o diagnéstico final.®>"" A variabilidade dos movimentos
involuntarios, a dependéncia de experiéncia e vivéncia clinica e a propria
heterogeneidade da distonia séo fatores que dificultam e contribuem para a demora e

incerteza no diagndstico.® ™



Contudo, tal demora entre o surgimento dos sintomas e o0
diagnostico tem reduzido nos dltimos anos a medida que novos critérios diagndsticos
para distonia sdo discutidos, novos sistemas de definicdo e classificacdo sao
divulgados, profissionais de atencédo basica sdo devidamente treinados e a divulgacéo

da distonia se difunde no meio popular.®'®

1.4 Tratamento

Como ainda ndo ha cura para distonia, o tratamento se baseia no
alivio das contraces musculares. Atualmente, é realizado através das seguintes
abordagens, ajustadas a cada individuo, conforme o local e grau de acometimento dos
sintomas: 1. Medica¢Bes orais, tais como agentes dopaminérgicos, anticolinérgicos,
benzodiazepinicos e relaxantes musculares; 2. Farmacos bioldgicos injetaveis, como a
toxina botulinica; 3. Terapias de reabilitacdo fisica ocupacional e 4. Cirurgia de
estimulacéo cerebral profunda (ECP) (ou deep brain stimulation — DBS).®?

No Brasil, a cada dois anos, o Ministério da Saude divulga
recomendacdes de estratégias terapéuticas para uso no Sistema Unico de Saude
(SUS). No geral, apés teste inicial com levodopa, devem ser considerados outros
tratamentos farmacoldgicos orais, seguidos pelo uso da toxina botulinica com
aplicacdes intervaladas de 3 a 4 meses, conforme resposta clinica.!"

Mediante casos com diagnostico caracterizado, tratamentos
especificos séo realizados levando em consideracao a etiologia, o0 mecanismo de acéo
e o progndstico da distonia.® Para as formas focais, a toxina botulinica é o tratamento
mais utilizado e indicado, mesmo demonstrando efeito temporario e alivio parcial da dor
associada as contragcbes 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.®’~1%

Outras caracteristicas, tais como depressao, ansiedade, alteracdes
no sono e fobia social sdo frequentemente observadas nos individuos acometidos e
devem ser consideradas na estratégia de tratamento, uma vez que interferem
diretamente na qualidade de vida. Elas podem ter relagdo com vias intrinsecas a
fisiopatologia da distonia ou serem secundarias aos fatores como dor, isolamento social

e limitag&o fisica para realizagéo de atividades diarias.?®2"



1.5 Epidemiologia

Distonia é considerada uma doenca rara. A maioria dos dados
epidemioldgicos disponiveis sdo de estudos realizados por centros de atendimento
especializado, que tém como base o0s pacientes acompanhados nesses locais. As
abordagens metodoldgicas desses estudos séo variadas e muitas vezes se baseiam
especificamente em subgrupos fenotipicos conforme grau de acometimento, fase de
inicio dos sintomas e etiologia. Portanto, estudos epidemiolégicos em distonia sao
parciais e desiguais, em consequéncia da propria heterogeneidade desse disturbio.
Além disso, o diagnéstico constatado no momento da avaliacdo pode variar com o
passar do tempo apés identificacdo de causas secundarias ou reclassificacdo para
outras patologias.®2%

Em 2010, apos estudo de revisdo sistematica, distonia foi reportada
como o terceiro distarbio do movimento mais comum, apés tremor essencial e doenca
de Parkinson, com uma prevaléncia estimada de 2 a 50 casos por milhdo para distonia
de inicio precoce (abaixo dos 20 anos de idade) e de 30 a 7320 casos por milhdo para
as de inicio tardio (ap6s os 20 anos de idade).®® Por outra perspectiva, em 2012, um
estudo de metandlise da literatura estimou a prevaléncia global de 16,43 casos a cada
100.000 habitantes para distonia primaria (sem causa adquirida).®

No geral, ha constatacGes uniformes entre os estudos realizados,
tais como: - Distonia focal de surgimento no adulto € a forma mais frequente,
principalmente com acometimento cervical ou como blefaroespasmo (prevaléncia de 27
a 600 casos por milhdo); - Mulheres possuem mais chances de serem afetadas nas
formas focais, com excecao da céibra do escrivdo que é mais frequente em homens; -

7

Histéria familiar positiva é observada em cerca de 20% dos casos; e -
aproximadamente 70% dos casos de distonia isolada sdo idiopaticos. ?%243%27-34)

A maioria dos estudos epidemioldgicos foram realizados em paises
europeus. Recentemente, no Brasil, foi estimada uma prevaléncia de 19,8 casos a
cada 100.000 habitantes para distonia primaria (sem causa secundaria), considerando
a populacdo da cidade de Ribeirdo Preto, Sao Paulo.®® Nzo ha boletins
epidemiologicos disponiveis na plataforma do Ministério da Saude (consulta realizada

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


portalms.saude.gov.br/boletins-epidemiologicos

TABNET (DATASUS)? ndo indica dados de morbidade hospitalar do SUS especificos
para distonia (consulta realizada em 10/05/2019).

1.6 Fisiopatologia

Para a realizacdo de um movimento voluntario, é necessario que
ocorra a contracdo do musculo agonista (responséavel pela realizacdo do movimento) e
relaxamento do musculo antagonista (que se opde ao movimento selecionado). O
sistema motor determina e controla 0os impulsos necessarios para a producdo do
movimento ou postura e quanto mais sincronizado e aperfeicoado esse processo de
contragdo e relaxamento, mais eficaz serd o movimento. Tal abordagem ocorre para
movimentos que exercem tanto a funcdo de contracdo quanto sustentacdo e
estabilizacdo muscular, associados a parametros especificos como velocidade, tempo,
forca e distancia conforme percepcéao espacial e sensorial.

Movimentos distonicos resultam da perda desse sincronismo motor,
desencadeando a contracdo simultdnea e desordenada de musculos agonistas e
antagonistas do movimento requerido, gerando assim um movimento ou uma postura
de torcdo. Essa foi uma das primeiras evidéncias que fundamentaram a hipotese de
que distonia resulta de perturbacdes no sistema neuroldégico motor, a partir de
alteracdes na circuitaria motora cinética (que seleciona impulsos para realizagdo do
movimento) em relacdo a circuitaria motora estatica (que seleciona impulsos
necessarios para estabilizar o movimento). Tais alteracdes estariam relacionadas a
estruturas e vias neurais especificamente comprometidas (seja por danos estruturais
ou moleculares), somadas a altera¢cdes no processo de iniciativa motora (considerando
gque movimentos voluntarios dependem de estimulos internos e externos) ou nha
integracdo sensoério-motora (conforme interacdo do corpo com o meio no qual esta

inserido).®”

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


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

1.7 Estruturas anatomicas envolvidas

Anatomicamente, o sistema neuroldégico motor € composto por
diversas estruturas, como o cortex, os nucleos da base, o cerebelo, o hipocampo e 0
talamo. Essas estruturas trabalham em conjunto, interagindo entre si, a fim de manter o
controle postural, planejar, controlar e executar movimentos especificos, além de
aprender novas vias motoras durante o desenvolvimento.®¢3"

Distonia € o principal disturbio do movimento resultante de lesées no
globo palido e putamen, o que inicialmente evidenciou o papel dos nucleos da base em
sua fisiopatologia.®®®

Os nucleos da base sdo estruturas subcorticais, organizadas
somatotopicamente com areas do cortex. Possuem estruturas de entrada, de
processamento e de saida de estimulos, caracterizadas conforme o0s
neurotransmissores envolvidos. Por meio de circuitos de comunicagédo extremamente
coordenados, estabelecidos com areas motoras do coOrtex e o talamo, os nucleos da
base sdo responsaveis por modular e ajustar o movimento iniciado, selecionando os
comandos necessarios enquanto inibe movimentos contrarios. Ademais, possui outros
circuitos em conjunto com o nucleo acumbens, o hipocampo e o lobo limbico,
implicados nos processos de aprendizado motor e associagcdo de movimentos as vias
emocionais.®®37:3%49 Og nicleos da base sdo divididos em: estriado, globo palido,
nacleo subtalamico e substancia negra (SN).

O estriado, constituido pelo nicleo caudado e pelo putamen, é a
maior e principal estrutura de entrada dos ndcleos da base. Sua porcdo dorsal esta
relacionada com areas do cértex motor e pré-motor estabelecendo a circuitaria motora,
enquanto suas porcbes ventral e medial estdo relacionadas com é&reas do cortex
cingulado, orbitofrontal e pré-frontal constituindo os circuitos limbico e associativo. Em
sua maioria, € composto por neurdnios de projecao caracterizados por dendritos
espinhosos e axdnios longos (também descritos como neurbnios espinhosos médios -
NEMSs), e em minoria, por interneurdnios que possuem axbnios menores e dendritos
sem espinhos. O globo pélido processa as informacdes recebidas do estriado. E
dividido em globo palido interno (GPi), que inibe diretamente a atividade talamica, e
globo palido externo (GPe) que inibe tonicamente o nucleo subtalamico (NST), que por

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



atua, entre outras func¢des, na modulacdo da atividade estriatal, além de também ser

uma estrutura de saida inibitéria ao tdlamo (Figura 1).(¢4%42)

{

Corte coronal do cérebro demonstrando os nucleos da base, divididos em: estriado (composto pelo
ndcleo caudado e pelo putamen), globo palido (divido em globo palido externo - GPe e globo palido
interno - GPi), nicleo subtalamico (NST) e substancia negra (SN).

Fonte: Bear MF, Connors BW, Paradiso MA. Neurociéncias: desvendando o sistema nervoso. 3a ed.
Traduzido por Carla Dalmaz. Porto Alegre: Artmed; 2008. Cap. 14. Controle encefalico do movimento
p.452-78. Figura 14.11 Os nucleos da base e estruturas associadas; p.465.

Figura 1. Nucleos da base

\

Além dos nuacleos da base, o envolvimento de outras estruturas
neurais tem sido descrito. Modelos animais, farmacoldgicos e genéticos, juntamente
com dados experimentais em humanos, indicam a contribuicdo do talamo, do cortex e
do cerebelo na fisiopatologia da distonia, uma vez que, tais estruturas possuem
funcbes neurologicas independentes mas também complementam o sistema
motor.#344)

O talamo é uma central de mecanismos sensoriais, motores e
cognitivos. Possui diversos ndcleos que recebem estimulos provenientes do cortex, da
SN, do globo palido, do cerebelo e de vias sensoriais periféricas e nucleos que enviam
estimulos de volta ao cortex e ao estriado.*"

Em relacdo ao cerebelo, estudos recentes tém indicado que lesbes
nessa estrutura e alteragbes na atuagdo das ceélulas de Purkinje resultam em
movimentos distdnicos topograficamente relacionados com as regides afetadas, onde
alteracdes no vermis (regido central do cerebelo) estariam relacionadas com
manifestagcdo dos sintomas no tronco corporal, enquanto alteracées nos hemisférios

cerebelares estariam relacionadas com manifestacéo dos sintomas nos membros.“*4¢)
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1.8 Circuitaria motora

A circuitaria motora envolvida na realizacdo de movimentos
voluntarios ocorre por meio de circuitos e vias de sinalizacdo, na qual a informacéo
recebida pelo cortex é transmitida aos nucleos da base, desses ao talamo, do talamo
de volta para o cortex e desse para diversos componentes do sistema nervoso central
e periférico. Tais circuitos motores sdo estabelecidos por meio de estimulos
excitatérios, inibitérios e estimulos moduladores dependentes de receptores
especificos, que se moldam e se adaptam conforme as particularidades
comportamentais do individuo (Figura 2). A interacdo entre esses circuitos aumenta ou
diminui a atividade do talamo sobre areas corticais, por meio de uma via direta que
busca permitir a realizacdo do movimento desejado e uma via indireta que inibe

movimentos contréarios. 63747

C6RTEX +++++++++

+++F+ 4+

ESTRIADO s
TALAMO

NUCLEOS DA BASE

A circuitaria motora ocorre por meio de circuitos neurais estabelecidos entre o cértex, os nucleos da
base e o talamo. Essas estruturas interagem entre si por meio de estimulos excitatorios (seta verde,
+), estimulos inibitdrios (seta vermelha, -) e estimulos dependentes de receptores especificos (seta
azul, + ou -). GPi: globo palido interno. GPe: globo pélido externo. SNpc: substancia negra pars
compacta. SNpr: substancia negra pars reticulata. NST: ndcleo subtalamico. D1 e D2: receptores de
dopamina do tipo D1 e D2. Os sinais de mais (+) e menos (-) indicam efeito excitatdrio ou inibitério,
respectivamente.

Figura 2. Circuito cOrtex — nicleos da base — tdlamo

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

um movimento (determinado pelo processo de iniciativa motora), regiées especificas do
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cortex motor e pré-motor enviam sinais excitatorios ao estriado, o qual também é
influenciado pela SN. Para as regides que devem ser ativadas, onde o movimento €
necessario, a via direta é mais ativa. Nessa via, o estriado inibe o GPi e a SNpr,
reduzindo a inibicdo tbnica que esses nucleos exercem sobre o talamo. Uma vez
desinibido, o talamo fica livre para enviar sinais excitatorios de volta ao cortex. Essa via
é classificada como “facilitadora do movimento” porque reduz a forc¢a inibitoria exercida

sobre o tdlamo (Figura 3).0%3")

. CORTEX A\

e+ttt

ESTRIADO

m TALAMO

A via direta é uma via facilitadora do movimento, na qual, o estriado recebe sinais excitatérios
glutamatérgicos do cortex (seta verde, +) e envia sinais inibitérios gabaérgicos ao globo palido interno
(GPi) e a substancia negra pars reticulata (SNpr) (seta vermelha, -), que por sua vez, deixam de inibir
tonicamente o talamo (seta rosa), deixando-o livre para enviar sinais excitatérios ao cortex. Através dos
receptores de dopamina do tipo D1, a dopamina proveniente da substancia negra pars compacta (SNpc)
aumenta o potencial excitatério glutamatérgico dos neurbnios dessa via (seta azul, +). NST: Nucleo
subtalamico.

Figura 3. Via direta do movimento

Porém, como citado anteriormente, para um movimento eficiente é
necessario gue ocorram processos inibitorios, de forma a evitar movimentos contrarios
ao movimento iniciado. Para tal, na via indireta do movimento, o estriado inibe o globo
palido externo, que por sua vez, deixa de inibir o NST. Desinibido, o NST envia sinais
excitatérios ao GPi, o que permite que ele volte a inibir o talamo, impedindo-o de ativar
as regides do cortex responsaveis por movimentos contrarios ao iniciado. Essa via

reduz o movimento porque potencializa a acéo inibitéria do GPi sobre o talamo (Figura
4) (36,37)
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Além das vias direta e indireta, ha também a descricdo de uma via
hiperdireta. Nessa via, 0 cortex envia sinais excitatorios glutamatérgicos diretamente ao
NST, sem passar pelo estriado, de forma a potencializar a via indireta e aumentar 0s
sinais inibitérios do GPi direcionados ao talamo. Com menor tempo de conducdo dos
estimulos, essa via esta relacionada & uma resposta mais rapida, em acgbes que
buscam brevemente ajustar e equilibrar o planejamento motor. Para constar, ha
também circuitos diretos de retroalimentacdo e controle, estabelecidos interna e
externamente aos nucleos da base, como conexdes talamo estriatais, estriado-palidais,

estriado-subtalamicas e entre os segmentos interno e externo do globo pélido (Figura
2) (40,48)

CORTEX

FH+++++++
ESTRIADO m a
m TALAMO

A via indireta atua de forma a reduzir o movimento, na qual, o estriado recebe estimulos excitatérios
glutamatérgicos do cértex (seta verde, +) e envia sinais inibitérios ao globo palido externo (GPe) (seta
vermelha). Uma vez inibido, o0 GPe deixa de inibir o nucleo subtalamico (NST) (seta rosa), deixando-o
livre para enviar sinais excitatérios ao globo palido interno (GPi) para que o tdlamo volte a ser inibido. A
dopamina proveniente da substancia negra pars compacta (SNpc) inibe os neurbnios dessa via, via
receptores D2, reduzindo ou retardando o potencial excitatério glutamatérgicos nos neurdnios estriatais.
Figura 4. Via indireta do movimento

Como o estriado € a principal estrutura de entrada dos nucleos da
base, sua arquitetura sinaptica é variada e complexa. Os neurbnios estriatais de
projecdo (ou neurdnios espinhosos médios), sdo excitados via sinapses corticais
glutamatérgicas, realizadas na ponta dos seus espinhos dendriticos distais. O efeito
glutamatérgico excitatorio nesses neurdnios € potencializado ou atenuado por
estimulos dopaminérgicos provenientes da SNpc (0os quais ocorrem nas laterais dos

mesmos espinhos dendriticos), ou, por estimulos gabaérgicos e colinérgicos
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provenientes dos interneurbnios estriatais (que ocorrem nos dendritos proximais ou
corpo celular) (Figura 5). Como parte do sistema de retroalimentagdo, o estriado
também recebe aferéncias glutamatérgicas do NST e do talamo, e gabaérgicas do
globo palido.“%49

A SN atua nesse circuito de forma moduladora, uma vez que a agéo
da dopamina no estriado € dependente dos tipos de receptores expressos nos
neurdnios estriatais. Os neurbnios constituintes da via direta expressam receptores de
dopamina do tipo D1, que quando ativados desencadeiam efeito excitatorio nesses
neurdnios, liberando acido gama-aminobutirico (GABA) e substancia P / dinorfina como
neurotransmissores, inibindo assim os neurdnios do GPi e facilitando o movimento. Por
outro lado, os neur6nios estriatais constituintes da via indireta expressam receptores de
dopamina do tipo D2, que desencadeiam efeito inibitdrio nesses neurbnios, 0s
impedindo de liberar seus neurotransmissores GABA e encefalina (Figura 5). Essa
acdo reduz a atuacdo da via indireta, mantendo a ativacao inibitoria tbnica do GPe

sobre 0 NST, o impedindo de estimular o GPi, portanto, facilitando o movimento.“%4%50

ESTRIADO

Neurdnios de proje¢do
VIA DIRETA

Neurdnios de proje¢do
VIA INDIRETA

A dopamina atua nos neurdnios espinhosos médios potencializando o efeito excitatério glutamatérgico
recebido do cortex e facilitando o movimento, uma vez que estimula a via direta (liberagdo de acido
gama-aminobutirico (GABA) e de substancia P/ dinorfina) e inibe a via indireta (liberacdo de GABA e de
encefalina). Além disso, a dopamina também regula a atividade dos interneurdnios, controlando a
liberacdo de acetilcolina (Ach) e GABA de acao local. Estimulo glutamatérgicos excitatério (seta verde,
+). Estimulo dopaminérgico dependente de receptor especifico (seta azul, + ou -). Receptores de
dopamina (D1 e D2).

Figura 5. Microcircuitaria estriatal



14

Os interneurbnios estriatais, que também s&o influenciados pela
dopamina proveniente da SNpc e pelos neuropeptideos (como a substancia P,
dinorfina e encefalina) liberados pelos neurbnios de projecdo, também regulam a
atividade de toda a microcircuitaria estriatal. Além de interneurdnios gabaérgicos
inibitérios, os interneurénios colinérgicos desencadeiam acdes distintas, mediadas por
receptores especificos. Os receptores muscarinicos desencadeiam resposta excitatoria
ou inibitdria via cascata de segundos mensageiros (a depender do subtipo de receptor
expresso), e 0S receptores nicotinicos, como canais ibnicos, desencadeiam uma
resposta excitatoria mais rapida. Essa atuacao pode ocorrer nos neurdnios de projecao
ou entre os préprios interneurbnios estriatais, controlando o potencial excitatorio e
gerenciando sistemas de retroalimentacdo e neuromodulacdo pré e pos-
sinapticos.#04%-51

Como uma hipercinesia, postulou-se inicialmente que distonia ocorre
devido a um desequilibrio nas vias motoras, com superestimulacdo da via direta e
deficiéncia da via indireta.®®°%%® pPorém, somente essa hip6tese ndo explica esse
distarbio em sua totalidade, principalmente em relacdo a sua heterogeneidade clinica e
etiolégica e as alteracdes observadas em outras estruturas do sistema motor, além dos
nicleos da base.“¥
Foi com base nessas informacdes, que distonia passou a ser
hipotetizada como um distlrbio em rede, com papel central, mas ndo exclusivo dos
ndcleos da base, onde o nivel e a localizacdo da lesdo estdo relacionados com a
heterogeneidade observada. Os principais mecanismos fisiopatoldégicos propostos
envolvem além da perda de inibicdo, alteracbes na integracdo sensoério-motora,
desequilibrio dopaminérgico e desarranjo de plasticidade.*344:46:54-56)

A perda de inibicéo se caracteriza pela baixa ativacao da via indireta,
ou seja, pela deficiéncia da circuitaria motora em inibir o talamo, permitindo que ele
envie estimulos excitatorios excessivos ao cortex, resultando em ativagdo muscular
exacerbada. Ha diversas evidéncias e submecanismos que se relacionam a perda de
inibicdo em distonia, tais como hiperativagdo cortical, cerebelar e estriatal durante
execucdo motora e hipoativacdo do GPi (restaurada apds estimulacdo cerebral

profunda) (Figura 6).('6:37:%%)
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No mecanismo de perda de inibicAo ha uma superativagdo da via direta, inibindo excessivamente o
globo palido interno (GPi) e a substancia negra pars reticulata (SNpr), resultando em uma maior
diminuicdo de saidas inibitérias desses nucleos ao tadlamo. Por outro lado, a baixa ativacdo da via
indireta leva a falha de inibicdo do globo pélido externo (GPe), que por sua vez, continua inibindo em
parte o ndcleo subtalamico (NST). A falha no processo de desinibicdo do NST, reduz seus estimulos
excitatorios direcionados ao GPi, reduzindo mais as saidas inibitérias desse nudcleo ao talamo. O
comprometimento da inibicdo talamica resulta no aumento de estimulos excitatérios enviados ao cortex.
Figura 6. Mecanismo fisiopatoldgico de perda de inibicdo em distonia

O mecanismo de disfuncdo na integracdo sensorio-motora esta
relacionado com alteracbes nas regides somatotépicas do cértex somatossensorial,
descritas principalmente em individuos com distonia focal e tarefa-especifica.**°"
Essas alteracbes causam um déficit na interpretacdo e no processamento dos
estimulos sensoriais recebidos e na discriminagcdo espacial e temporal, resultando em
respostas motoras inadequadas.®®

Alteracbes no processo de adaptacdo ou plasticidade sinaptica
também foram demonstradas em individuos com distonia, o que explica, em parte, a
melhora clinica dos sintomas ap6s meses da cirurgia de estimulag&o cerebral profunda,
com resposta correspondente & via comprometida.®®®% Como a circuitaria motora se
desenvolve ao longo da vida (de acordo com o aprendizado adquirido, praticado e as
influéncias ambientais), as vias motoras se alteram ao longo do desenvolvimento, com
diversos circuitos sendo construidos ou inativados, conforme as necessidades
intrinsecas do individuo e durante mudancas no plano corporal e espacial durante o

crescimento.®”)
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Dentre os nucleos da base, o estriado é a estrutura que apresenta
maior plasticidade devido aos processos de aprendizado e memorizagdo de comandos
motores. Mecanismos relacionados a plasticidade, como potenciacao de longa duracéo
(LTP — Long Term Potentiation) e depressédo de longa duragcdo (LTD — Long Term
Depression), sdo capazes de promover mudancas funcionais nos circuitos neurais (seja
através da quantidade de receptores disponiveis, na extensado e disposicao espacial de
ramificacBes ou na densidade de espinhos dendriticos), aumentando a forca sinaptica
ou deletando comunicacdes sinapticas entre neurbnios, mediante uso continuo ou
desuso de um comando motor. Essa alteracdo de plasticidade tem sido observada em
modelos animais genéticos de distonia (DYT-TOR1A/DYT1). Nesses modelos, ha um
aumento de LTP e diminuicdo de LTD nas projecdes cortico-estriatais, o que indica
falha em reverter padrées motores inadequados, afetando o processo de aprendizagem
e adaptacéo motora.*'>360)

Ademais, no mesmo modelo genético também foi demonstrado um
aumento da atividade colinérgica no estriado, associada a uma reducdo de receptores
de dopamina D2. Apesar de ndo estar claro se essas observacbes sao causa ou
consequéncia da distonia, a reducdo na disponibilidade dos receptores D2 de
dopamina afeta a inibicdo que o estriado exerce sobre o globo pélido, assim como, a
capacidade de LTD, ao mesmo tempo que altos niveis de acetilcolina estariam
aumentando o processo de LTP, fortalecendo comportamentos motores anormais,
incapazes de serem inativados. A melhora dos sintomas apés administracdo de
anticolinérgicos em alguns casos pode ser explicada em parte por um processo de LTD
restaurado, capaz de melhorar o déficit inibitério. 3”416

E por fim, a complexidade da distonia, suas particularidades
sintométicas e toda a circuitaria de modulacdo motora envolvida (a qual ndo esti
compreendida em sua totalidade), refletem a dificuldade em elucidar a patogénese
desse disturbio. Até hoje, a multivariedade clinica e etiolégica da distonia dificulta a

estratificacdo amostral e os estudos fisiopatolégicos.(ﬁz)

1.9 Genética

Desde a descricdo da distonia, em 1911, casos familiares ja haviam

sido reportados, revelando a natureza hereditaria dessa condicdo.® Atualmente,
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historia familiar positiva de distonia é observada em aproximadamente 20% dos
casos.®

Nos ultimos anos, com uma maior acessibilidade as tecnologias de
sequenciamento de nova geracéo, a investigacdo de casos hereditarios esta levando a
descoberta de novos genes e mecanismos moleculares envolvidos nos processos
fisiopatologicos da distonia. Além disso, as causas genéticas tém demonstrado o
envolvimento de diversas estruturas e circuitos neuronais, relacionados com os locais
de expressdo da proteina alterada e vias metabdlicas comprometidas.('€369 A
atuacdo dessas proteinas € variada e complexa, com diversos mecanismos neuronais
envolvidos, tais como transducado de sinal, transporte celular, dindmica citoesquelética,
regulacdo de transcricdo, traducdo e sintese proteica, sintese de neurotransmissores,
homeostase do reticulo endoplasmatico e resposta ao estresse celular.®35

Hoje, ha mais de vinte loci identificados para as formas hereditarias
de distonia, com mais de dez genes confirmados. Entre as principais causas, variantes
genéticas nos genes TOR1A,® TUBB4A,®® THAP1,®" C1z1,%® ANO3®® e GNAL?
foram reportadas para distonia isolada. Para distonia combinada com parkinsonismo
foram reportadas variantes nos genes GCH1,"" TH,™® ATP1A3® e PRKRA" g, para
distonia combinada com mioclonia, variantes nos genes SGCE!/® e KCTD17®
(Quadro 1). O gene DDC nao é classificado diretamente como uma causa de distonia,
esta relacionado com um quadro mais grave e pode abranger, além da distonia, outras
disfuncdes neurolégicas causadas pela deficiéncia de catecolaminas no sistema

nervoso.”")

Quadro 1. Principais genes confirmados para distonia

Padrdo de heranca Locus Fenotipo predominante
DISTONIA ISOLADA
DYT-TOR1A® AD DYT1 Generalizada de surgimento precoce
DYT-TUBB4®® AD DYT4 Cranio-cervical com disfonia espasmodica
DYT-THAP16" AD DYT6 Generalizada de surgimento na adolescéncia
DYT-CIz1®® AD DYT23 Cranio-cervical de surgimento tardio
DYT-ANO3® AD DYT24 Cranio-cervical de surgimento tardio
DYT-GNAL® AD DYT25 Cranio-cervical de surgimento tardio
DISTONIA - PARKINSONISMO
DYT-GCH1™ AD DYT5a Distonia dopa-responsiva
DYT-TH" AR DYT5b Distonia dopa-responsiva
pbc™ AR - Distonia-parkinsonismo*
DYT-ATP1A3"? AD DYT12 Distonia-parkinsonismo de surgimento repentino

continua...
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...continuacao

DYT-PRKRA" AR DYT16 Distonia-parkinsonismo precoce

DISTONIA - MIOCLONIA

DYT-SGCE" AD DYT11 Distonia-mioclonia

DYT-KCTD17® AD DYT26 Distonia-mioclonia de surgimento na infancia

1.9.1 DYT-TOR1A (DYT1)

O gene TOR1A, no cromossomo 9q, foi relacionado ao l6cus DYT1
em 1997 como uma causa de distonia autossémica dominante, com casos ja descritos
na populacao brasileira.®>"%"%) Embora o fenétipo observado na maioria dos casos seja
de distonia com surgimento focal precoce e posterior generalizacdo, variabilidade
fenotipica tem sido descrita, inclusive entre casos com a mesma variante genética.
Além disso, os sintomas se manifestam em aproximadamente 30% dos afetados,
devido a penetrancia reduzida e até mesmo devido a polimorfismos de susceptibilidade
ou protecao.®8¥

A proteina torsina 1A (codificada por TOR1A) € expressa em
diversos tecidos. No sistema nervoso central, torsina 1A possui seus maiores niveis de
expressdo no cortex, no hipocampo, no cerebelo e, principalmente, nos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc.®? E localizada em varios compartimentos intracelulares
como o reticulo endoplasmatico, membrana nuclear, cones de crescimento neuronal e
vesiculas sinapticas.®%"

Como uma ATPase, torsina A atua em diversos processos celulares,
tais como: controle, processamento, estabilidade e localizacdo de proteinas, reducao
de proteinas deformadas, reciclagem de vesiculas sinapticas, integridade do envelope
nuclear, interagdo com proteinas citoesqueléticas (relacionada a ligacdo do envelope
nuclear ao citoesqueleto, importante para polaridade nuclear), trafego celular e
direcionamento de proteinas de membrana (regulando a localizacdo de
transportadores, receptores e outras proteinas expressas na superficie celular).(87‘91)

Torsina 1A possui 332 aminoacidos. Os primeiros 40 residuos séo
hidrofobicos, dos quais 20 constituem uma sequéncia sinalizadora que é clivada no
processo de maturacdo. ApOs esse processo, torsina 1A se mantém associada
perifericamente ao limen do reticulo endoplasmatico, com sua por¢cdo N-terminal
restante ligada a membrana e sua porcdo C-terminal (onde estda o dominio AAA+

ATPase) no limen.®®%) Também possui regides de interacdo com as proteinas
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SNAPIN®® (processo de reciclagem de vesiculas sinapticas), KLC1*® (chaperona da
proteina cinesina) e SYNE3®" (ligacdo do envelope nuclear ao citoesqueleto), dois
motivos Walker (de interacdo com ions magnésio e ATP), sitios ligantes de ATP, sitios
de glicosilac&o e sitios de alteracdo conformacional mediante ligacdo de ATP.%4%)

O papel exato dessa proteina na fisiopatologia da distonia ainda nao
foi elucidado. Estudos funcionais e modelos animais indicam o comprometimento de
diversos processos neuronais, como a endocitose de vesiculas sinapticas,®® o
funcionamento do envelope nuclear em relacdo ao citoesqueleto®” e formacdo de
inclusdes perinucleares.®®

Além disso, em comparagdo com controles, individuos
assintomaticos demonstraram déficit no aprendizado de sequéncias, necessitando de
uma maior ativacdo do coOrtex para controlar o movimento durante o processo de
aprendizado.®” Modelo animal DYT-TOR1A resulta em distonia, onde foram
observadas alteragbes na atividade estriatal, defeitos na liberagdo de dopamina e
perturbacdo de vias cerebelares e hipocampais. Tal modelo exemplifica a hipétese de
alteracdes em rede que resultam em distonia generalizada de inicio precoce.**¢"
Tratamento cirdrgico de estimulacdo cerebral profunda tem

demonstrado melhora dos sintomas.®®

1.9.2 DYT-TUBBA4A (DYT4)

O gene TUBB4A (cromossomo 19p) foi descrito como uma causa
genética rara de distonia, relacionada ao l6cus DYT4, em individuos da Australia e Gra-
Bretanha que portavam a variante c.4C>G (p.Arg2Gly), em padrdo autossémico
dominante. O fendtipo predominantemente observado foi surgimento tardio de “disfonia
sussurrante”, resultante de distonia laringea, associada a distonia cranio-cervical,
segmentar ou generalizada.®®

TUBBA4A codifica a proteina p-tubulina 4A que atua como GTPase
na constituicdo dos microtibulos, com marcante expressao no cerebelo e putamen.
Variantes nesse mesmo gene também estdo descritas como causa de um tipo de
leucodistrofia, com hipomielinizacdo e atrofia dos ganglios da base e cerebelo, com
fendtipo muito amplo que inclui, além de distonia, diversas outras alteracdes motoras e

cognitivas de inicio precoce.®*1%
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Estudos funcionais demonstraram que diferentes variantes no
TUBB4A afetam distintamente a dindmica dos microtubulos. As variantes descritas
para leucodistrofia com hipomielinizacdo resultam em alteracfes nos oligodendrocitos,
na expressao de tubulina e disfuncdo dos microtubulos, condizente com o quadro de
atrofia dos ganglios da base e cerebelo (principais locais de expressao). J4 para as
variantes descritas em distonia, foi observada alteracdo na morfologia neuronal,
enquanto a quantidade e o processo de polimerizacdo da tubulina permaneceram
normais. Portanto, o impacto em distonia estd mais associado ao efeito na organizacéo
e ndo na formacao dos microtbulos.?%1%%
Embora uma nova variante (p.Ala271Thr) tenha sido confirmada em

®6) estudos seguintes em individuos com distonia

107)

distonia, com fendtipo semelhante,

isolada n&o identificaram variantes nesse gene.%*

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

Os genes GCH1, TH e DDC codificam proteinas constituintes de
uma unica via metabdlica envolvida na fisiopatologia da distonia: a sintese 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 apo6s tratamento com levodopa (L-DOPA). Séo
caracterizadas por um quadro de distonia-parkinsonismo, de inicio na infancia,
acometimento dos membros inferiores com interferéncia na marcha e flutuacdo diurna
dos sintomas (com melhora apdés o sono).'%® Esse quadro fenotipico é variavel,
dependente do nivel de deplecdo dopaminérgica, com casos mais extremos
relacionados com hiperfenilalaninemia, atraso no desenvolvimento motor e convulsoes.
Em DYT-GCH1, a maioria dos casos correspondem a heranga autossémica dominante,
embora casos recessivos também tenham sido reportados com um quadro neuroldgico
mais grave. DYT-TH ocorre na forma autossOmica recessiva homozigdtica ou em
heterozigose composta.(’2199-112)

Os genes GCH1 e TH codificam as enzimas GTP ciclohidrolase | e
tirosina hidroxilase, respectivamente. GTP ciclohidrolase | atua como uma GTPase da
via de sintese do cofator tetrahidrobiopterina (BH4), utilizado pela enzima tirosina
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hidroxilase (codificada pelo gene TH) na catalise e conversdo do aminoacido tirosina
em L-DOPA, na via de sintese dopaminérgica. Portanto, variantes nesses genes
podem prejudicar a atuacao da enzima tirosina hidroxilase e resultar na diminuicdo dos
niveis de dopamina no estriado.*11%

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 deficiéncia resulta em baixos niveis de dopamina, onde geralmente, a
administracdo de levodopa ¢€ ineficaz, ao contrario dos casos DYT-GCH1 e DYT-TH.
Portanto, seu papel nesse disturbio esta relacionado com deplecdo de dopamina e ao
seu efeito em alterar vias de transducgéo de sinal mediadas por esse neurotransmissor,
com um fendtipo progressivo e mais grave, intermediario entre distonia e outros

distdrbios do movimento, como a doenca de Parkinson.>116)

1.9.4 DYT-THAP1 (DYT6)

O gene THAP1 (cromossomo 8p) foi descrito em distonia em 2009,
com padrdao autossémico dominante. Essa causa genética é representada pelo l6cus
DYT6, caracterizada por distonia de surgimento na infancia ou adolescéncia e fenétipo
variado. Frequentemente ha envolvimento cranio-cervical, disfonia ou acometimento
dos membros, no qual generalizacdo ocorre em aproximadamente metade dos
casos.©” 117

Esse gene codifica a proteina THAP1l (proteina associada a
apoptose, contendo o dominio THAP) que atua no processo de transcricdo génica
neuronal, capaz de regular sua propria expressédo. Possui um dominio THAP (do tipo
dedo de zinco) ligante de acido desoxirribonucleico (DNA) na porcdo N-terminal, um
sinal de localizacdo celular e motivos de interacéo proteica na porcdo C-terminal.®”'®
A proteina THAP1 é amplamente expressa e, segundo modelos animais, seus maiores
niveis de expressao no sistema nervoso central estdo no cortex (neurdnios piramidais),
estriado (neurbnios espinhosos médios e colinérgicos), substancia negra (neurdnios
dopaminérgicos) e cerebelo (células de Purkinje). Com excecdo do cerebelo, os niveis
de expresséo tendem a diminuir com a idade."?

DYT-THAP1 tem sido uma causa frequentemente descrita em

brasileiros. Apresenta penetrancia reduzida, expressividade varidvel e responde ao
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tratamento com estimulacao cerebral profunda, mas com menor eficiéncia do que nos
casos DYT-TOR1A.("+7898.120.121) pisfuncées em regides corticais e subcorticais foram
descritas em DYT-THAP1, com aumento metabdlico da area motora pré-suplementar e
do coértex de associacdo parietal e, assim como em DYT-TOR1A, diminuicdo na

disponibilidade do receptor D2 de dopamina no estriado.'?212%)

1.9.5 DYT-SGCE (DYT11)

Aproximadamente 50% dos casos de distonia combinada com
mioclonia sdo devidos as variantes no gene SGCE (cromossomo 7q), em padrao
autossdmico dominante. Esse gene codifica a proteina épsilon sarcoglicana, membro
da familia das sarcoglicanas e, como uma proteina transmembrana, atua como
componente do complexo distrofina-glicoproteina, que liga o citoesqueleto a matriz
extracelular. No cérebro, € expressa no cértex, cerebelo, hipocampo e nucleos da
base, onde o alelo materno € completamente metilado e ndo expresso (imprinting
materno).(75’124’125)

Estudos envolvendo modelos animais demonstraram que a proteina
alterada ndo € exposta na membrana plasmatica dos neurénios, ficando retida no meio

0.%) Além disso, foram descritas alteracdes nos niveis

intracelular, até sua degradaca
de dopamina no estriado, resultantes de uma reducdo na disponibilidade dos
receptores de dopamina do tipo D2;!"?” déficit no aprendizado e coordenacgéo motora
(relacionados a disfuncdo dessa proteina nas células cerebelares de Purkinje); déficit
motor e mioclonia (relacionados & disfuncdo dessa proteina no estriado)'?'%) e
alteracdes na plasticidade sindptica corticoestriatal (associada a uma falha de indugéo
de LTD nessa via, resultante da desorganizacdo na maquinaria pés-sinéptica).mo)
Tratamento cirdrgico de estimulacdo cerebral profunda resulta em melhora parcial dos

sintomas nessa forma genética.®®

1.9.6 DYT-ATP1A3 (DYT12)

O gene ATP1A3 (cromossomo 19q) esta relacionado a distonia-

parkinsonismo de inicio rapido e surgimento abrupto, desencadeada por fatores de
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estresse fisico, tais como febre, exposi¢céo ao calor, exercicio fisico prolongado e parto
ou estresse emocional. Geralmente os individuos acometidos demonstram resposta
ruim a levodopa e auséncia de resposta satisfatoria ao tratamento com estimulacéo
cerebral profunda.("*%®)

ATP1A3 codifica a subunidade catalitica a3 da bomba i6nica
ATPase, uma proteina de membrana que atua na hidrolise de ATP para transporte de
sbdio e potassio, a fim de manter o gradiente eletroquimico ha membrana plasmatica e
garantir processos celulares como osmorregulacédo, transporte de moléculas idnicas e
excitabilidade elétrica dos neurdnios.*"

ATP1A3 possui expressdo no sistema nervoso, com atuagao nos
nlacleos da base e cerebelo. Em modelo animal, a inibicdo da bomba de sdédio e
potassio ATP1A3 desencadeou disparos de alta frequéncia nas células de Purkinje,

envolvidas em vias de sinalizacdo junto aos nucleos da base.**'32133)

1.9.7 DYT-PRKRA (DYT16)

Variantes genéticas no gene PRKRA representam uma causa
genética autossdmica recessiva de distonia, caracterizada por inicio precoce,
associacdo a sintomas parkinsonianos e baixa resposta ao tratamento anticolinérgico e
dopaminérgico. Até entdo, DYT-PRKRA tem sido considerada uma causa rara de
distonia, na qual a maioria das familias descritas s&o brasileiras.* "%

O gene PRKRA (no cromossomo 2q) codifica a proteina PACT
(proteina ativadora de PKR), localizada no citoplasma e regido perinuclear onde atua
na mediacdo do efeito de interferons em resposta a infeccdo por microrganismos ou
estresse celular. Normalmente, PACT &€ inibida pela proteina TRBP (proteina ligante de
RNA responsiva a transativacdo) e, em condi¢cdes de estresse, se dissocia de TRBP e
ativa PKR para inibicdo da sintese proteica.!'>>'3®

A principal variante descrita € a ¢.665C>T (p.Pro222Leu), capaz de
alterar a afinidade de PACT, segundo estudos funcionais. Postula-se que, mediante
estresse celular, a proteina PACT alterada leva mais tempo para de dissociar de TRBP
gerando uma maior ativacdo de PKR, atrasando e amplificando a resposta intracelular

ao estresse.!"*”) Enquanto que a proteina PACT truncada (devido mutac&o frameshif),



24

demonstrou diminuicdo na interacdo com &cido ribonucleico (RNA) e com TRBP,
ficando livre e ativando PKR para inibicéo de sintese proteica.'*®

1.9.8 DYT-CIZ1 (DYT23)

Em 2012, CIZ1 foi reportado como causa de distonia cervical com
surgimento na fase adulta, de forma autossdbmica dominante. O gene CIZ1
(cromossomo 9q) codifica uma proteina ligante de DNA (do tipo “dedo de zinco”),
localizada no nucleo celular, com papel na replicacdo de DNA, no ciclo e diferenciacéo
celular.(68:139.140)

Das seis isoformas de ClZ1, duas sao expressas no sistema nervoso
central (as isoformas 1 e 2), em estruturas anatdmicas motoras como 0 cortex,
cerebelo, substancia negra e putamen. Ambas sdo expressas nas estruturas citadas e
diferem somente na quantidade, onde a isoforma 2 é expressa em maiores niveis na
substancia negra e no putamen.©®

A regido C-terminal da proteina CIZ1 se liga a matriz nuclear (em
regido separada da cromatina), enquanto a N-terminal atua na replicacdo de DNA,
resultando na formacdo de particulas ou focos subnucleares.'*" Estudo funcional
revelou que a proteina mutada chega a entrar no nucleo e formar as mesmas particulas
em forma de focos subnucleares, porém, tais particulas sdo maiores e em menor
guantidade em comparacdo com o modelo selvagem. Tal observacdo levantou a
hipétese de um mecanismo de ganho de funcéo com sintese de DNA aberrante.©®

Em outros estudos, realizados em individuos com distonia cervical, a
contribuicdo desse gene como causa nao ficou clara. Em um estudo realizado a partir
de uma familia chinesa com multiplas geracbes de afetados ndo foi identificada
nenhuma variante e, em um estudo mais amplo (n=683) realizado em individuos de
origem alema, foi identificada somente uma variante (c.2357C>T / p.T7861) no dominio
C-terminal de Cl1z1.(12143)

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
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sequenciamento de nova geragcdo. Nessa causa ha alta variabilidade fenotipica, com
surgimento precoce ou tardio, inicialmente descrito na regido cranio-cervical e, mais
recentemente, em outras partes do corpo, com presenca de mioclonia ou tremor.144-146)
DYT-ANOS ja foi identificada em outros casos de distonia, porém, diversas variantes
também s&o encontradas em controles e bancos de dados populacionais.®4¢-148)

ANO3 codifica a proteina anoctamina 3, uma proteina
transmembrana altamente expressa no cérebro, principalmente no estriado. Sua funcéo
esta relacionada ao processo de transducdo de sinal mediado por transportadores
ibnicos. Estudos recentes tém indicado um maior papel dessa proteina na manutencéo
da membrana plasmatica e mitocondrial e na regulacdo de outros canais, ao atuar
como uma scramblase, distribuindo simetricamente fosfolipideos negativamente

carregados entre a porcdo externa e interna da bicamada lipidica. 149

1.9.10 DYT-GNAL (DYT25)

O gene GNAL (cromossomo 18p) também foi descrito para distonia
em 2012, relacionado ao l6cus DYT25 em padrao autossdmico dominante. DYT-GNAL
€ caracterizada por distonia focal cranio - cervical de surgimento na fase adulta, com
alta penetrancia.%1%"

Esse gene codifica a subunidade a da proteina Golf, expressa no
estriado. AlteracBes nesta proteina levam a defeitos no acoplamento de proteinas G
com receptores D1 de dopamina e A2A de adenosina e a consequentes alteracées na
transducéo de sinal mediada pelos neurénios estriatais."">"

Diversas variantes ja foram descritas, e, embora a maioria dos casos
seja de distonia cranio-cervical de surgimento adulto, outros fendtipos tém sido
descritos, com surgimento na infancia e associagdo a mioclonia e tremor. Fendtipos
mais graves estdo associados a variantes homozigéticas em GNAL.(152-1%4)

Tratamento com estimulacdo cerebral profunda se mostrou eficaz,

com resultados semelhantes aos casos DYT-TOR1A.(1%%
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1.9.11 DYT-KCTD17 (DYT26)

O gene KCTD17 (cromossomo 22q) codifica uma proteina solavel,
que tem como caracteristica um dominio de tetramerizacdo do canal de potassio
(proteinas KCTD). Proteinas KCTD atuam em diversos mecanismos como proliferacao
celular, transcricdo génica, organizagdo citoesquelética, degradacdo proteica via
sistema ubiquitina-proteassoma e regulacao de receptores acoplados as proteinas G.
Tais mecanismos ja foram citados por envolvimento nas vias fisiopatologicas da
distonia. A isoforma KCTD17 € expressa no cérebro com maiores niveis de expressao
no estriado (putamen) e talamo, com aumento progressivo, do inicio da vida fetal ao
longo do desenvolvimento cerebral humano."®

Até o momento, na literatura, h4 somente trés estudos que
descrevem o gene KCTD17 como causa de distonia. O estudo inicial foi reportado em
2015, a partir da investigacdo de duas familias aparentemente nao relacionadas (uma
britAnica e outra alemd) que tinham a mesma variante c.434G>A (p.Argl45His),
fendtipo semelhante e segregacdo em todos os portadores de distonia. Apesar da
predominéancia do fenétipo de distonia-mioclonia, a mioclonia pode nao estar presente,
enquanto a distonia estd mais associada a um acometimento cranio-cervical.(’®
Recentemente, foram descritos mais dois casos europeus de distonia-mioclonia com
surgimento na infancia. Nos dois casos, o fenétipo é mais grave do que o descrito no
estudo inicial, provavelmente, por serem variantes que afetam sitios de emenda éxon-
intron, resultando em proteinas truncadas. Estimulacdo cerebral profunda do globo
palido interno foi um tratamento efetivo para essa causa, relatado em um dos

casos. (156157

1.9.12 Estudo das causas genéticas da distonia

Conforme detalhado anteriormente, para a maioria das causas
genéticas de distonia, ha um fendtipo caracteristico predominante (relacionado a idade
e local de surgimento, distribuicdo final dos sintomas e resposta terapéutica), que,
embora ndo seja determinante e aplicavel em todos os casos, auxilia no prognéstico.
Analise genética pontual ou por meio de painéis de genes tém sido métodos eficazes e

acessiveis para diagnostico e estudos populacionais, enquanto sequenciamento do



27

exoma tem sido extremamente Gtil na descoberta de novos genes.'>'® Hoje, o
diagnostico genético em distonia auxilia na indicacdo de tratamentos especificos,
principalmente em relacdo ao tratamento cirdrgico, e na reclassificacdo de casos
esporadicos ou familiares tidos como idiopaticos.'*®

Nosso grupo de pesquisa tem interesse em estudar o quanto e como
variantes genéticas contribuem para a distonia, em suas diversas apresentacdes
clinicas. Nesse sentido, o primeiro passo foi identificar quais sdo essas variantes e qual
a causa genética mais frequente em nossa amostra. Em estudos prévios, identificamos
variantes potencialmente patologicas nos genes TOR1A, GCH1, THAP1, SGCE e
GNAL, em parte dos individuos que compdem a “Rede Brasileira para Estudo das
Distonias”.(?%1%% Entretanto, boa parte deles permaneceu sem diagndstico molecular,
além dos individuos com distonia recrutados posteriormente aos estudos citados.

Nesse estudo, identificamos variantes alélicas com possivel
contribuicdo causal em distonia, determinando suas frequéncias em nossa amostra e
correlacionando o gendtipo identificado com os fenoétipos, a fim de comparar nossos
achados com os de outras populacfes estudadas. Além disso, os resultados
provenientes dessa pesquisa contribuem para uma melhor compreensédo da atuacao

desses genes alterados dentro do mecanismo fisiopatolégico envolvido nas distonias.

1.10 Objetivos

1. Padronizar a andlise molecular de variantes nos genes TORI1A,
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 confirmacédo das variantes encontradas por
sequenciamento Sanger;

2. ldentificar variantes genéticas potencialmente patogénicas e sua
prevaléncia nos individuos com distonia idiopatica;

3. Caracterizar o potencial patogénico das variantes encontradas por
meio de analises in silico (via algoritmos de bioinformatica e modelagem molecular),
inferindo o quanto elas interferem na funcao proteica;

4. Estabelecer correlacdes genotipo x fenadtipo.
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2 METODOS

2.1 Aspectos éticos

A Rede Brasileira para Estudo das Distonias (RBED) € um estudo
observacional multicéntrico desenvolvido h4 aproximadamente 10 anos. Tem como
objetivo estabelecer uma rede nacional permanente para estudo da distonia,
caracterizando o perfil clinico e molecular desse disturbio do movimento na populacdo
brasileira. E desenvolvido no Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein e,
até 0 momento, conta com a participacdo de centros especializados em transtornos do
movimento de S&o Paulo, tais como o Departamento de Neurologia e Neurocirurgia da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), o Departamento de Neurologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), o Setor de Neurologia
do Hospital do Servidor Publico Estadual e o Hospital Santa Marcelina.

Como parte do projeto RBED, o presente estudo foi aprovado pelos
comités de ética em pesquisa dos principais centros envolvidos (CEP 10/1434 e
1704/10). 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 atualizagcdo 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 avaliacbes clinicas foram realizadas por
neurologistas com ampla experiéncia em transtornos do movimento nas instituicées
participantes, e revisadas pela Dra. Patricia Aguiar (coordenadora do projeto RBED e
orientadora dessa tese). Por ocasidao da aplicacdo do TCLE, todos os participantes
passaram pela etapa inicial do aconselhamento genético.

Conforme classificacédo definida em literatura (detalhada no item 1.2
desse manuscrito), consideramos 0s seguintes critérios de inclusdo e exclusao para

recrutamento dos individuos com distonia:("
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- Critério de inclusao: diagndstico de distonia isolada ou distonia
combinada (com mioclonia / parkinsonismo).

- Critérios de exclusao: Diagnostico genético prévio ou evidéncias
de causa secundaria para a distonia ou de doenca neurodegenerativa.

Anteriormente, jA haviamos investigado variantes genéticas em
grande parte dos individuos incluidos nesse estudo (n=139). Essa investigacao ocorreu
nos genes TOR1A e THAP1 (que foram descritos como causas frequentes de distonia),
nos genes GCH1 e SGCE (em alguns casos com fenétipo especifico de distonia dopa-
responsiva e distonia-mioclonia responsiva ao alcool) e no gene GNAL (por ter sido
uma causa focal recentemente descoberta).'?>'®®) No presente estudo, incluimos os
139 pacientes que participaram das investigacdes anteriores e que ainda estavam sem
diagndéstico molecular, bem como 16 casos novos ainda sem investigacao genética.

Os individuos que atenderam aos critérios de inclusdo e exclusdo
estabelecidos foram selecionados para analise genética, constituindo o grupo amostral
desse estudo, conforme ilustrado na figura 7.

Para comparacao de frequéncia das variantes alélicas encontradas
nos individuos com distonia, selecionamos participantes controles brasileiros
saudaveis, de ambos 0s sexos, maiores de idade, sem parentesco com o0s probandos e
sem historia de distonia na familia. 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 Mutacdes)'®" e BipMed (Brazilian Initiative on

162)

Precision Medicine)' para tal comparacdo, uma vez que Sa0 COmMpoOstos por

genomas de amostras representativas da populacédo brasileira, substituindo o grupo

controle.!'®%)
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REDE BRASILEIRA PARA ESTUDO DAS DISTONIAS - RBED

Recrutamento continuo de individuos com distonia

v’ Avaliacdo clinica

v’ Coleta de dados

v’ Coleta de material biolégico
(DNAg)

2011-2014

—

—> Investigacdo dos genes TOR1A e THAP1

(da Silva Junior et al., 2014)

2011-2016

= Investigacao dos genes GCH1 e SGCE
nos casos com fendtipo especifico
(dados ndo publicados)

2014-2016

= Investigacdo do gene GNAL
(dos Santos et al., 2016)

&

Individuos com distonia Individuos com distonia
recém-recrutados negativos para os genes
(sem diagndstico molecular) investigados

Individuos com distonia investigados nesse estudo

A rede brasileira para estudo das distonias (RBED) recruta continuamente individuos com distonia,
acompanhados nos centros participantes. Os casos idiopéaticos (negativos para causa genética em
estudos anteriores) (n=139) foram selecionados para investigacdo genética nesse estudo, somados
aos individuos recém recrutados (n=16) que atendiam aos critérios de inclusdo e exclusdo desse
estudo. Total de probandos N=153.

Figura 7. Selecdo amostral dos individuos com distonia incluidos nesse estudo

2.3 Sequenciamento em larga escala

A analise genética foi realizada a partir de DNA genémico (DNAQ),
extraido de 6ml de sangue periférico (coletados em tubos com o anticoagulante acido
etilenodiamino tetra acético (EDTA)) de todos os probandos e, quando disponivel, dos
familiares deles para analise de segregacao e impacto das variantes genéticas.

A extracdo do DNAg foi realizada através do kit Gentra Puregene®
Blood (Qiagen Sciences), conforme instrugbes do fabricante. Resumidamente, nesse
processo as células vermelhas e brancas foram lisadas com detergente iGnico e outros
contaminantes (como proteinas) foram removidos pela adicdo de reagente de

precipitacdo salina. O DNAg foi precipitado com isopropanol 100%, purificado com
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etanol 70% e eluido em solugédo de hidratagdo (ImM EDTA, 10mM Tris-Cl, pH 7,5).
Posteriormente, aliquotas dessas amostras foram diluidas para 25 nanogramas por
microlitro (ng/pL), conforme quantificacéo realizada pelo método fluorimétrico Qubit®
Double strand DNA (Thermo Fisher Scientific) que demonstra alta sensibilidade e
especificidade para quantificacdo de DNA.

Utilizamos o método de ressequenciamento direcionado por
amplicons, através de um painel genético customizado, para obter a sequéncia de
nucleotideos das regides de interesse. Tal método consiste em isolar e sequenciar
regidbes de genes especificos (determinadas previamente por um painel customizado),
no qual a busca por variantes genéticas se torna direcionada para essas regioes,
reduzindo o custo, tempo de preparo, tempo de analise do sequenciamento e
garantindo maior especificidade e cobertura de aprofundamento dessas regides para
identificacdo de variantes raras. Além disso, o uso do método por meio de amplicons
(ideal para analise inferior a 50 genes) dispensa etapas complexas como a de
fragmentacdo do DNA, uma vez que gera fragmentos complementares as regides de
interesse e os alinha ao genoma humano de referéncia na comparacéao e identificacédo
de variantes.!"®¥

Em relacdo ao procedimento, o ressequenciamento direcionado
ocorreu em trés etapas: 1. Desenho do painel de genes (para determinacdo das
regides que foram sequenciadas), 2. Construcdo das bibliotecas (para formacdo dos
amplicons correspondentes as regifes de interesse desenhadas no painel), e 3.
Sequenciamento (para a amplificacdo, leitura e analise primaria das sequéncias). A

seguir, cada etapa esta descrita em detalhes.

2.3.1 Desenho do painel

A principio, desenhamos um painel customizado com as regides
gendmicas de interesse, através do software Design Studio (Illumina®, Inc) disponivel
na web. Buscamos abranger as regides dos éxons, as regides de emenda éxon / intron
e as regides 3’ e 5 nao traduzidas (UTR - Untranslated Region) de treze genes
descritos para distonia: TOR1A, TUBB4A, GCH1, TH, DDC, THAP1, SGCE, ATP1AS3,
PRKRA, CIZ1, ANO3, GNAL e KCTD17.
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As isoformas de cada gene (consideradas no desenho do painel e
posterior analise) estdo descritas no quadro 2, conforme cada banco de dados. Foram
selecionadas com base na literatura, levando em conta sua expressdo no sistema

nervoso central ou a isoforma mais longa.

Quadro 2. Isoformas dos genes investigados nesse estudo

RefSeq Ensembl
GENE ) i Transcrito Proteina UNIPROT Tamanho
Transcrito Proteina
(ENSTO00000) (ENSP00000)

TOR1A NM_000113 NP_000104.1 351698.4 345719 014656 332 aa
TUBB4A NM_006087.3 NP_06078.2 264071.6 264071 P04350 444 aa
GCH1 NM_000161 NP_000152.1 622544.4 477796 P30793 250 aa
TH NM_199292.2 NP_954986.2 381178.5 370571 P0O7101 528 aa
THAP1 NM_018105 NP_060575.1 254250.7 254250 Q9NVV9 213 aa
SGCE NM_001099401 NP_001092871  445866.7 398930 043556 462 aa
ATP1A3  NM_152296 NP_689509.1 302102.9 302397 P13637 1013 aa
PRKRA  NM_003690 NP_003681.1 325748.8 318176 075569 313 aa
Ciz1 NM_001257975 NP_001244904  538431.5 439244 F5H2X7 954 aa
ANO3 NM_031418 NP_113606.2 256737.7 256737 Q9BYT9 981 aa
GNAL NM_182978 NP_892023.1 334049.1 334051 P38405 458 aa
KCTD17 NM_001282684 NP_1269613 403888.7 385096 Q8N5z5 321 aa
DDC NM_001082971 NP_001076440  444124.6 403644 P20711 480 aa

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

2.3.2 Construcao das bibliotecas

Para o processo de construcéo das bibliotecas e preparo da reacao
de sequenciamento, utilizamos os kits TruSeq Custom Amplicon Assay v1.5 (lllumina®,
Inc) e TruSeq Custom Amplicon Index (lllumina®, Inc), customizados para o painel
desenhado anteriormente.

Hibridizacdo dos oligos: Conforme instrucbes do fabricante,
inicialmente, os oligos desenhados no painel (que s&o correspondentes as
extremidades das regides de interesse) foram hibridizados junto as amostras de DNAg
dos probandos (Figura 8A). Essa reacgéo de hibridizacdo consistiu na adicao de 250ng

do DNAg dos probandos junto a solucdo com os amplicons customizados e uma
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solucdo de hibridizacao, com ciclos rapidos de centrifugacéo e incubacdo a 95°C por 1
minuto e 80 minutos de incubacao, com diminuicdo gradual da temperatura até 40°C.

Remocé&o dos oligos nédo hibridizados: Em uma segunda reagéo, 0s
oligos nao hibridizados foram removidos com a utilizacdo de uma placa filtro, na qual os
fragmentos hibridizados foram selecionados por tamanho e propriedades quimicas de
retencdo no filtro. Resumidamente, apdés adicdo das amostras (que passaram pelo
processo anterior de hibridizacado) em uma placa filtro, foram realizados dois processos
de lavagem (adicdo da solucdo de lavagem seguida por centrifugacdo), no qual os
fragmentos hibridizados ficaram retidos na placa filtro e os oligos néo hibridizados que
passaram pelo mesmo foram descartados.

Extensao — ligacdo: Ainda com os fragmentos hibridizados retidos no
filtro, iniciamos o processo de extensdo-ligacdo, ou seja, processo onde € formada uma
cOpia complementar a regido de interesse com os oligos ligados as suas extremidades
upstream e downstream. Apods adicdo da solucdo de extensdo-ligacdo a amostra
hibridizada retida na placa filtro, a incubamos a 37°C por 45 minutos. Nesse processo,
a partir da acédo da enzima DNA polimerase, ocorreu a extensao do oligo upstream 3’
passando pela regido de interesse até a ligacdo do oligo downstream na terminagao 5’
da fita (Figura 8B).

Amplificacdo por reagdo em cadeia da polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction): Em seguida, adicionamos nas extremidades dos
fragmentos as sequéncias adaptadoras necessarias para a reacao de sequenciamento,
denominadas “index” (que servem como identificadores das amostras no processo de
geracdo dos clusters) e os primers (Figura 8C e D). Para tal reacdo, adicionamos
hidroxido de sodio (NaOH) [50mM] a placa filtro para liberacdo e eluicdo dos
fragmentos retidos e, apos centrifugacdo, adicionamos a combinacdo de primers e
sequéncias “index” especificos para cada amostra, junto com uma solucdo de mistura
para reacdo de PCR com a enzima DNA polimerase. A placa foi submetida as
seguintes condi¢Oes de termociclagem: 95°C por 3 minutos, seguido por 26 ciclos de
95°C por 30 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos e finalizagc&o
com 72°C por 5 minutos. O produto foi mantido a 10°C até seu uso.
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OLIGO
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INDEX 1 —
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¥
D) NOEX 1 REGIAO DE INTERESSE INDEX 2

A) Oligos (verde e rosa) correspondentes as extremidades das regides de interesse foram
hibridizados com o DNA gendmico (DNAg) de cada amostra (cinza). B) Processo de
extensdo a partir do oligo upstream até o oligo downstream. C) Sequéncias index (azul) e
primers de sequenciamento (laranja) também foram adicionados aos fragmentos para sua
amplificacdo no processo de geracdo dos clusters D) Amplicon contendo a regido de
interesse, as sequéncias adaptadoras e primers.

Fonte: Adaptado do protocolo de instru¢cdes TruSeq® Custom Amplicon (IIIumina®).

Figura 8. Etapas da tecnologia de ressequenciamento direcionado por amplicons

Para verificar se houve a construcéo correta da biblioteca, foi feita a
guantificacdo 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 selecdo por beads (esferas magnéticas). Tal
processo ocorreu mediante adicdo das beads magnéticas junto as amostras, ciclos de
agitacdo em aparelho e incubacdo da placa em rack magnética para retencdo das
beads. Em um primeiro momento, ap6s adicdo de etanol 80%, as amostras ficaram
retidas junto as beads e o sobrenadante foi descartado. Em um segundo momento,
apos adicao do tampao de eluicdo com Tris, as amostras foram liberadas das beads
(que ficaram retidas ap6s uso da rack magnética), e transferidas para uma nova placa.

Para garantir a eficiéncia do processo de amplificagdo no momento
do sequenciamento, foi necessario atestar que volumes iguais de cada biblioteca
fossem combinados, diluidos em solugdo tampdo e desnhaturados para o
sequenciamento, processo conhecido como normalizacdo da biblioteca. O processo de
normalizacéo foi realizado a partir da adicdo das beads magnéticas junto as amostras
purificadas e uma solugcao de aditivos para normalizagcdo, um ciclo de agitacao por 30
minutos, retencéo das beads apos incubacédo da placa na rack magnética e descarte do

sobrenadante. Com as amostras retidas junto as beads, adicionamos solucdo de
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lavagem seguida por novo ciclo de agitacdo, retengdo e descarte do sobrenadante.
Para eluicdo e liberacdo das amostras retidas junto as beads, adicionamos NaOH
[0.1N], e ap6s novo ciclo de agitagdo e retencdo das beads as amostras foram
transferidas para uma nova placa.

Por fim, 5uL de cada biblioteca foram transferidos para um Unico
tubo, considerando que as sequéncias index (inseridas durante a construcdo das
bibliotecas) permitiriam a identificacdo de cada amostra. Dessa mistura, retiramos 6L
e misturamos com 594uL da solugdo tampao. Apoés incubacdo para desnaturacao e
adicdo da amostra de controle interno (que atesta a eficiéncia do processo de
sequenciamento), as bibliotecas foram carregadas no cartucho de reagentes (um
cartucho pré-carregado com reagentes necessarios para a clusterizacdo e o

sequenciamento) antes de inseri-lo no aparelho.

2.3.3 Sequenciamento

As amostras foram sequenciadas utilizando o kit MiSeq Reagent v2
(lumina®, Inc), na plataforma MiSeq System (lllumina®, Inc). Nessa plataforma,
durante a execucdo, as bibliotecas foram transferidas automaticamente do cartucho de
reagentes para a lamina de fluxo, onde foram gerados os clusters e realizada a reacao
de sequenciamento. A clusteriza¢do consiste em um processo onde as moléculas de
DNA em fita simples sdo ligadas a superficie da lamina de fluxo e amplificadas por
processo de formacédo em pontes para formar grupos aglomerados. Apés clusterizacéo,
foram geradas imagens dos clusters conforme as marcacfes fluorescentes dos
dideoxinucletideos fosfatados (ddNTP’s) e iniciada a analise em tempo real para

identificacédo das bases.

2.3.4 Andlise das sequéncias obtidas

Na plataforma MiSeq System (lllumina®, Inc), as amostras passaram
por uma analise em tempo real onde foram realizadas etapas primarias como a
identificagcdo das bases, a analise das imagens e a atribuicdo de pontuagdo de

gualidade para cada base (o qual fornece uma previsao de probabilidade de erro das
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bases identificadas — escore Phred -Q). A partir do aplicativo MiSeq Reporter, as
sequéncias lidas (reads) foram alinhadas ao genoma humano de referéncia
(Feb.2009/GRCh37/hg19) com o algoritmo Smith-Waterman-Gotoh e a remocao de
duplicatas de PCR foi feita pelo algoritmo SAM tools (Figura 9).

Apo6s o alinhamento, para identificacdo das variantes genéticas de
cada amostra (substituicOes, insercdes e delecdes), utilizamos o aplicativo Genome
Analysis Toolkit (que contém os softwares GATK para chamada de variantes e IONA
para anotacdo) disponiveis na plataforma BaseSpace (lllumina®, Inc). Para a
investigagdo de variantes estruturais, contamos com a colaboragcdo do bioinformata
Renato David Puga, o qual realizou andlise pelo algoritmo Pindel, capaz de identificar
delecdes maiores (de 1 até 10.000 pares de base) e insercdes de até 20 pares de
base, comparando as sequéncias foward (5>3’) e reverse (3’'>9%’) da amostra com o
genoma de referéncia.!'® Para visualizagéo dos alinhamentos e variantes identificadas

utilizamos o software Integrative Genomic Viewer (IGV) (Figura 9).

Plataforma MiSeq System (lllumina®, Inc)

Identificacdo Analise de Alinhamento dos reads Remocao de

das bases ‘ qualidade com genoma referéncia duplicatas de PCR
(CATG) — (GRCh37/hg19) r

Colaboracao Bioinformata

Plataforma BaseSpace (lllumina®, Inc) Renato David Puga

Busca e identificacdo das variantes |

Busca por variantes
estruturais

geneticas ‘

‘ (substituigdes, inser¢des e delegbes) [

Priorizacao das variantes

pontuacdo de alinhamentos e variantes  ¥| Raras (<1%)

Visualizacdo dos Filtragem v/| N&o-sinonimas
qualidade (Q30) | variantes

candidatas ‘

Figura 9. Processo de analise bioinformatica das sequéncias obtidas e priorizacao das variantes
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2.3.5 Priorizacéo e validacao das variantes

Para o0 processo de filtragem e priorizacdo de variantes
consideramos alguns critérios conforme o impacto da variante na funcdo proteica.
Foram desconsideradas variantes sindbnimas em regides codificantes (uma vez que néo
alteram a sequéncia peptidica da proteina) e variantes classificadas como benignas
(variantes com alta frequéncia nos bancos de dados populacionais e/ou descritas como
benignas). Priorizamos variantes que alteravam a sequéncia de aminoacidos da
proteina (ndo sinbnimas), quaisquer variantes nas regides de emenda éxon-intron e
variantes nas regides promotoras com potencial impacto nos processos de transcricao
e traducdo da proteina.

As amostras com as variantes priorizadas foram sequenciadas pela
técnica de Sanger para confirmacéo e validacdo. O sequenciamento Sanger consistiu
das etapas descritas a seguir.

Primeiramente, as regides de interesse foram amplificadas por PCR
a partir de aproximadamente 120ng de DNAg, adicionados a 50pmol/L do primer
senso, 5S0pmol/uL do primer antissenso (Invitrogen™, BR), solugdo tampé&o (200mM de
tris-(hidroximetil)-aminometano e acido cloridrico (Tris-HCI) com 500mM de cloreto de
potassio (KCI) — pH 8.4) (Invitrogen™, BR), 125mM de dNTP (Invitrogen™, BR), 50mM
de cloreto de magnésio (Invitrogen™, BR), 0,8 unidades da enzima taq DNA
polimerase (Invitrogen™, BR) e agua para completar um volume final de 30uL. A
termociclagem da reacao foi de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos
(para desnaturacdo do DNA), 56-60°C por 30 segundos (para anelamento dos primers)
e 72°C por 35 segundos (para extensdo ou polimerizagéo), finalizada por um ciclo de
72°C por mais 10 minutos e mantida a 4°C até seu uso. Em alguns genes, por serem
regides ricas em GC (guanina e citosina), utilizamos o kit Long Range PCR (QIAGEN®),
seguindo a termociclagem de 93°C por 3 minutos, 35 ciclos de 93°C por 15 segundos
para desnaturacdo, 58-62°C por 30 segundos para anelamento e 68°C por 1 minuto
para extensao e mantido a 4°C até seu uso.

O produto amplificado foi verificado por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (UltraPure™ Agarose, Invitrogen™, BR) e purificado com as enzimas
exonuclease e fosfatase alcalina do kit lllustra™ ExoStar (GE Healthcare Life Sciences,
UK). Conforme instru¢gbes do fabricante, uma mistura de 5uL do produto de PCR com
10 unidades (1pL) de cada enzima foram incubados a 37°C por 15 minutos e a 80°C
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por mais 15 minutos. Por resultar em um produto muito concentrado, foi necessaria sua
diluicio com adicdo de 21uL de &gua (propor¢cdo de 1:3) antes da reagcdo de
sequenciamento.

O produto de PCR purificado foi submetido a reacdo de
sequenciamento com o kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied
Biosystems, USA) conforme instru¢des do fabricante. Essa reacdo ocorreu a partir de
10ng do produto de PCR, com 5pmol/pL de primer senso ou antissenso (Invitrogen™),
1uL do reagente BigDye® Terminator Cycle Sequencing, mais 1,5uL do reagente
BigDye® Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5X) e agua para completar 10uL. A
mistura desses reagentes foi submetida a periodos de termociclagem de 96°C por 1
minuto seguido por 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C
por 4 minutos e mantidas a 4°C até precipitacao.

A etapa de precipitacdo desse produto foi feita com EDTA e etanol,
seguindo protocolo fornecido pelo fabricante. Consiste na adicdo de 5uL de EDTA a
125mM e de 60uL de etanol 100% ao produto da reacdo de sequenciamento, com
incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos seguida de centrifugacdo por 40
minutos a 3600rpm. Apos centrifugacdo, esse produto foi purificado com adicdo de
60uL de etanol 70% e, apés mais 15 minutos de centrifugacdo a 4°C a 3600rpm, o
sobrenadante foi descartado. Com o produto purificado e seco (sem indicios aparentes
de etanol), foram adicionados 20uL de formamida (HiDi'¥ Formamide, Applied
Biosystems, USA) e feita incubacdo por 5 minutos a 95°C para ressuspensao e
desnaturacdo do DNA. A partir de entdo, as amostras foram inseridas no instrumento
ABI 3500 XL (Applied Biosystems) e sequenciadas por eletroforese capilar.

As sequéncias de DNA foram analisadas no software Chromas Lite
2.1.1 (disponivel em http://technelysium.com.au/) e comparadas a sequéncia referéncia
do banco de dados GenBank® com a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool — disponivel em http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

2.4 Andlise de patogenicidade das variantes genéticas

Para interpretacdo das variantes encontradas, utilizamos os
seguintes critérios: 1. Frequéncia em bancos de dados populacionais; 2. Andlises

evolutivas de conservagcdo do aminoacido afetado; 3. Dominios e regifes estruturais


http://technelysium.com.au/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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afetadas; 4. Analises in silico de predicdo de patogenicidade e efeito molecular; 5.
Presenca da variante em familiares afetados, quando disponiveis para andlise; 6.

Correlacdo gendtipo-fenatipo.

2.4.1 Frequéncia da variante em bancos de dados populacionais

Verificamos a frequéncia alélica das variantes identificadas nesse
estudo em bancos de dados genéticos populacionais de dominio publico. Esses bancos
sdo constituidos de variantes alélicas presentes na populacdo geral, representando
amostras populacionais.

O Single Nucleotide Polymorphims database (dbSNP)? arquiva
variantes pontuais de substituicdo e pequenas insercdes / delecdes identificadas na

s.(1%8) E (il principalmente

populacao geral ou relacionadas com determinadas doenca
na consulta de variantes ja descritas, uma vez que, atribui as variantes submetidas um
codigo de identificacdo amplamente utilizado (indicado pelo prefixo “rs”), e informa o
projeto pelo qual a variante foi identificada, sua frequéncia e origem regional.

O projeto 1000genomes foi desenvolvido entre 2008 e 2015 com o
objetivo de identificar e divulgar variantes frequentes em diversas populacdes. Hoje,
esse projeto é gerenciado pelo International Genome Sample Resource (IGSR) e
consultas podem ser realizadas através da plataforma Ensembl (disponivel em:
http:/grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index)."¢”)

Atualmente, a maior plataforma disponivel € a Genome Aggregation
Database (gnomAD)*, com dados genéticos de mais de 140.000 individuos.
Anteriormente, esse banco era conhecido como Exome Aggregation Consortium
(EXAC), quando demonstrava somente dados de exomas. Hoje, € um dos bancos de
dados amplos mais atuais disponivel, englobando diversos projetos de sequenciamento
e oferecendo esses dados agregados e harmonizados em um unico 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 instituicoes apoiadas pela

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) com a finalidade

® Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
* Disponivel em: https://gnomad.broadinstitute.org/


http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
https://gnomad.broadinstitute.org/
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de integrar a coleta, organizar, interpretar e divulgar variacdes do genoma humano em
brasileiros.!"®?

O ABraOM é um repositorio com exomas de mais de 600 idosos
recrutados em Sao Paulo (disponivel 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 Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (IB-USP) com o objetivo de
demonstrar a variabilidade genética brasileira.("®"

Como distonia é um distarbio raro, dentre o qual causas genéticas
representam uma pequena proporcao dos casos, variantes com frequéncia acima de
1% nos bancos de dados citados acima foram desconsideradas das analises
posteriores. Tal abordagem foi adotada com a finalidade de reduzir a descricdo de
variantes falso-positivas, uma vez que, uma variante com frequéncia >1% nha
populacao geral teria uma frequéncia superior & da doenca.!'®®

Além dos bancos de dados populacionais, consultamos também a
frequéncia das variantes em bancos de dados genéticos especificos de doencgas, como
o ClinvVar e o Leiden Open Variation Database — Locus Specific Mutation Databases
(LOVD/LSMD). Variantes descritas como benignas nesses bancos de dados também
foram desconsideradas das andlises posteriores.

O ClinvVar’ é um repositério que tem como foco variantes
relacionadas com doencas a partir de evidéncias cientificas. Engloba variantes de
testes clinicos diagnésticos, de pesquisas cientificas ou estudos ja publicados,
classificando-as conforme significancia clinica em benigna, provavelmente benigna, de
significado incerto, provavelmente patogénica e patogénica.'®® Atualmente, esse
sistema de classificacdo esta sendo baseado nos critérios estabelecidos pelo American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e pela Association for Molecular
Pathology (AMP).(1¢%)

Ja a plataforma LOVD / LSMD permite o acesso a bancos de dados
especificos de doencas ou distarbios onde o gene em questédo foi citado, como por

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

® Disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/


http://abraom.ib.usp.br/index.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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2.4.2 Conservacao do aminoacido ao longo da evolucéo

Inicialmente, identificamos espécies com proteinas ortélogas em
relacdo as proteinas de interesse por meio do recurso Homologene® (disponibilizado na
plataforma NCBI). Para cursar um perfil evolutivo entre as espécies selecionadas,
verificamos as classes taxonémicas na plataforma “Taxonomy Browser”’ do NCBI. As
espécies selecionadas, assim como sua posi¢cdo na escala taxondmica e o grau de

conservacgao dos genes investigados nesse estudo estdo descritos na figura 10.

CLASSIFICACAO TAXONOMICA
©
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Homo sapiens (humano)
Pan troglodytes (chimpanzé)
Macaca mulatta (macaco)

Canis lupus (cachorro)
Bos taurus (boi)

Mus musculus (camundongo)

Rattus norvegicus (rato)
Gallus gallus (galinha)

Xenopus tropicalis (sapo)

Danio rerio (peixe)

Drosophila melanogaster (mosca)
Anopheles gambiae (mosquito)
Caenorhabditis elegans (nematédeo)

TUBB4A
GCH1

DDC

GNAL
KCTD17

Grau de conservacao do gene (Homologene, NCBI)
Figura 10. Classificacdo taxon6mica das espécies selecionadas e grau de conservacdo dos genes de
interesse ao longo da evolugéo

® Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/
" Disponivel em https://www.ncbi.nim.nih.gov/taxonomy


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

42

Em seguida, acessamos as sequéncias proteicas de cada espécie
no banco de dados RefSeq®, na plataforma NCBI e alinhamos as sequéncias de cada
espécie por meio do programa Clustal Omega (EMBL-EBI)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Os aminoacidos que se mantiveram
conservados, principalmente a partir dos vertebrados (que € composto por animais com
sistema nervoso central bem definido), foram considerados importantes para a funcéo

das proteinas no sistema nervoso central.

2.4.3 Dominios e regides estruturais afetadas

A andlise de dominios e regifes estruturais proteicas afetadas foi
baseada na literatura e a partir das informacgdes disponiveis sobre cada proteina nos

bancos de dados NCBI®°, Ensembl*® e UniProt*®.

2.4.4 Andlises in silico de predicéo de patogenicidade

Para andlises computacionais de predicdo de patogenicidade in
silico utilizamos os seguintes algoritmos disponiveis na web:

» Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) (disponivel em
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Pontuacdo de predicdo (escore): 0 - 0,15=
variante benigna / 0,15 - 1= variante provavelmente prejudicial / 0,85 - 1= variante
prejudicial a funcéo proteica.

> Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT)*. Pontuacdo de predicéo
(escore): 0 - 0,05 = variante afeta a fungéo protéica / acima de 0,05= variante tolerada

» MutationTaster (disponivel em http://www.mutationtaster.org/).
Pontuacéo de predicao (escore): 0-1 indica o grau de seguranca da predi¢cdo, onde 1
indica maxima concordéancia entre os classificadores utilizados no algoritmo.

» Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) (disponivel em
http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php?species=human). Pontuacéo de predicao

8 Disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
9 Disponivel em: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/protein
1o Disponivel em: https://www.ensembl.org/index.html
! Disponivel em: https://www.uniprot.org/

'2 Disponivel 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/
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(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 Predictor'® da plataforma Ensembl. Pontuacdo de predicdo
(escore): 0-10= impacto baixo / 11-30= impacto moderado / >30= impacto forte.

Tais algoritmos se baseiam em informacdes da proteina como
conservagcao evolucionaria, localizacdo e consequéncia bioquimica do aminoacido

alterado.

2.4.5 Modelagem molecular

Realizamos analises in silico de modelos proteicos tridimensionais
para complementar as informacdes a respeito do efeito das variantes genéticas na
estrutura e funcdo das proteinas codificadas pelos genes investigados nesse estudo,
em comparacao com o modelo selvagem.

Utilizamos o método de modelagem molecular por homologia. Tal
método utiliza uma proteina molde, de estrutura tridimensional elucidada
experimentalmente (geralmente por cristalografia de raios x), para predizer o modelo
tridimensional da proteina alvo, a partir da sua sequéncia primaria. Para tal, utilizamos
o software Protein Homology / analogY Recognition Engine v2.0 (Phyre2), disponivel

em versdo web.('"

Phyre2 é um software que abrange um conjunto de algoritmos
utilizados na predicdo e andlise de modelos proteicos. Resumidamente, os algoritmos
HHBIits e PSIPRED comparam a sequéncia alvo contra um banco de dados de
sequéncias proteicas, predizendo sua estrutura secundaria e combinando tanto a
sequéncia 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 ja conhecidas, seguido pela modelagem das regides de loop
e adicdo das cadeias laterais. Os residuos ndo alinhados com estruturas conhecidas
sdo modelados através do método ab initio (modelagem baseada somente na estrutura

quimica e sequéncia dos aminoacidos na proteina).!'""

'3 Disponivel em: https://www.ensembl.org/Tools/VEP


https://www.ensembl.org/Tools/VEP
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Obtivemos informacdes sobre a qualidade de cada modelo por meio

(171

do recurso “Phyre Investigator”, disponivel na mesma plataforma.”'”" Nesse recurso, o

algoritmo ProQ2!'"?

e a analise do plot Ramachandran avaliaram a qualidade global do
modelo proteico, indicando residuos modelados inadequadamente baseado nas
angulacées moleculares phi/psi da estrutura. Outros algoritmos avaliaram regides de
choque (clashes) entre residuos muito proximos e regides de rotameros, a fim de
indicar cadeias laterais dispostas inadequadamente, estrutura incorreta e erros de

'73) foi possivel avaliar regides

alinhamento. Além disso, através do algoritmo Disopred,'
desordenadas dos modelos, correspondentes as regifes dindmicas e flexiveis da
proteina (distintas das regides de loop) e que podem se alterar mediante condicdes
experimentais cristalograficas. Do ponto de vista funcional, através do programa
fpocket2,'"® avaliamos regides de “pocket” (bolsdes), indicativos de sitios e dominios
de interacdo dos modelos com outras proteinas ou moléculas.

Por fim, utilizamos o software 3DLigandSite para a predicédo de sitios

(1% e o programa UCSF Chimera 1.13 para visualizar e analisar os

de ligacao
modelos. NOs analisamos os efeitos estruturais e funcionais causados pelas variantes
considerando a perda ou aquisicdo de pontes de hidrogénio e sitios de ligacdo e

alteracdes nas regides de loop ou dominios de interacdo molecular.

2.4.6 Andlise de segregacao familiar

Quando disponivel, investigamos as variantes identificadas em
familiares dos probandos a fim de verificar se o genétipo segregou entre 0s membros
afetados (quando ha historia familiar positiva) ou se estava ausente em membros nao

afetados.

2.4.7 Correlagbes genotipo-fenotipo

Correlacionamos as informagdes clinicas dos individuos portadores
de variantes potencialmente patogénicas (obtidas no recrutamento e anamnese) com

dados reportados por outros estudos.

!4 Disponivel em https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html|


https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
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Os dados fenotipicos incluem: sexo (masculino, feminino);
consanguinidade (sim, n&o); local de surgimento dos sintomas; locais de distribuicdo
dos sintomas; idade de surgimento dos sintomas; duracdo da distonia (em anos);
resposta em tratamentos especificos; presenca de parkinsonismo ou mioclonia; padrao
temporal especifico e histdria familiar (positiva, possivel, negativa, desconhecida).
Consideramos “possivel” quando o probando afirma historia familiar positiva, mas os
familiares ndo estavam disponiveis para avaliacao clinica. Outras caracteristicas, sinais

e sintomas também foram considerados quando pertinentes.
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3 RESULTADOS

3.1 Participantes

Foram incluidos nesse estudo, 153 individuos com distonia
idiopatica (isolada ou combinada), recrutados em todas as faixas etarias (entre 2 e 84
anos de idade). As caracteristicas clinicas desses probandos estdo detalhadas na

tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos probandos incluidos nesse estudo

Caracteristicas clinicas n(%) Variacao
Sexo
Masculino 56(36,6)
Feminino 97(63,4)
Historia familiar de distonia
Positiva 15(9,8)
Negativa 115(75,1)
Possivel 18(11,8)
Desconhecida 5(3,3)
Idade de inicio dos sintomas 3 meses até 70 anos
Primeira infancia (<2 anos) 5(3,3)
Segunda infancia (3-12 anos) 35(22,9)
Adolescéncia (13-20 anos) 26(17,0)
Fase adulta inicial (21-40 anos) 41(26,8)
Fase adulta tardia (>40 anos) 46(30,0)
Distribuic&o corporal dos sintomas
Focal 56(36,6)
Multifocal 12(7,9)
Segmentar 51(33,3)
Generalizada 34(22,2)
Parkinsonismo
Sim 5(3,2)
Mioclonia
Sim 5(3,2)

*n (nimero de individuos) / % (Frequéncia relativa). Namero total de probandos N=153.

Selecionamos um total de 144 amostras do grupo controle (conforme
detalhado no item 2.2) para comparagdo da frequéncia alélica das variantes
identificadas. Considerando que nem todas as amostras testadas funcionaram na
primeira reacdo de sequenciamento (seja por limitacbes ou falhas técnicas e até

mesmo pela qualidade do material gendbmico de algumas amostras), consideramos
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satisfatorio um total de controles entre o minimo 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 andlise de dois dos treze genes (TUBB4A e PRKRA) e,
posteriormente, a partir do inicio de 2018, passamos a utilizar bancos de dados
genéticos brasileiros compostos por exomas representativos da populacdo brasileira
como o BipMed-WES (composto por 106 exomas) e o ABraOm (composto de 609

exomas).!161162)

3.2 Andlise genética: sequenciamento

Todas as amostras de DNAg foram extraidas de células nucleadas
do sangue periférico. A concentracdo de DNA nas amostras variou entre 41,5 e
1078,0ng/uL, e todas apresentaram boa qualidade conforme razdo de absorbancia
260/280 em aproximadamente 1,8. Para sequenciamento, as concentracdes foram
normalizadas em 25ng/pL.

Conforme as caracteristicas do nosso estudo e as especificacdes 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 regifes selecionadas. Os outros 5%
corresponderam as 13 regides de gaps (regibes ndo cobertas pelos amplicons), que
somadas totalizaram 3.028 pares de base. As regides dos gaps foram mapeadas e
estdo descritas no quadro 3. Tais regi6es foram analisadas em casos especificos, nos
probandos com historia familiar positiva e/ou fenoétipo indicativo de causa genética.

O processo de construgcdo das bibliotecas ocorreu conforme
esperado, segundo analise por eletroforese em gel de agarose. As amostras de dois
probandos foram excluidas do grupo amostral por falha na construcdo das respectivas
bibliotecas (probandos ja excluidos do grupo amostral descrito na tabela 1). Os
processos de clusterizacdo e sequenciamento também ocorreram conforme esperado.

Apbs a reacdo de sequenciamento e identificacdo das bases,
somente aquelas com a chance de erro de 1:1000 (ou seja, acuracia de 99.9%) foram
consideras no alinhamento (conforme filtragem para escore Phred, minimo de
qualidade Q30).
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Quadro 3. Mapeamento das regifes ndo sequenciadas pelo painel (gaps)

GAP ID Gene Regido Abrangéncia*
261280 GCH1 Exon 4 Total (82/82)
261289 ATP1A3 Exon 4 Total (224/224)
261288 ATP1A3 Exon 8 Total (289/289)
261287 ATP1A3 Exon 17 Parcial (23/175)
261282 PRKRA Exon 6 Total (115/115)
261290 Clza Exon 8 Parcial (396/727)
261281 ANO3 Exon 24 Total (173/173)
261285 GNAL Exon 4 Parcial (27/140)
261291 GNAL JUTR ** -

261292 GNAL JUTR ** -

261293 GNAL JUTR ** -

261283 DDC Exon 6 Total (164/164)
261284 DDC Exon 15 Parcial (95/428)

GAP ID (codigo do gap). *Abrangéncia: proporcado da regido ndo coberta pelo painel
(total ou parcial) em relacdo ao tamanho total da regido mapeada (quantidade de
nucleotideos). (Tamanho da regido nao coberta pelo painel / tamanho total da regido). **
Regido 3'UTR néo traduzida (com mais de 1000 pares de base de disténcia da regido
codificante).

3.3 Variantes genéticas identificadas

3.3.1 Variantes priorizadas e validadas

Apés alinhamento e anotacdo, variantes do tipo sinénimas,
classificadas como benignas ou frequentes em bancos de dados populacionais
(frequéncia acima de 1% na populacdo geral), foram filtradas e desconsideradas das
analises posteriores. Foram priorizadas variantes em regides de emenda éxon-intron,
nao sinbnimas, delecdes e insercoes.

Com excecdo de uma variante no gene ANO3, todas as variantes
foram confirmadas e validadas pelo método de sequenciamento Sanger. Na tabela 2,

estao descritas as 21 variantes priorizadas e validadas.



Tabela 2. Variantes genéticas priorizadas e validadas
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GENE Localizacéo Padrao de Variante gendmica Consequencia Variante proteica Consequéncia na proteina n
heranca no gene
Exon 3 HT c.488C>T Substituigéo p.Alal63Val Substituicao 1
TORIA  yons HT .907_909delGAG  Delegdo p.Glu303del Delecao sem alteragdo na 1
matriz de leitura
TUBB4A Exon 4 HT c.883G>A Substituicdo p.Asp295Asn Substituicdo 1
GCH1 I?xon 2 HT €.439C>T Substituicdo p.Prol47Ser Substituicdo 1
Exon 5 HT c.607G>A Substituicdo p.Gly203Arg Substituicdo 1
TH Exon 1 HT c.81G>T Substituicdo p.Glu27Asp Substituicdo 1
DDC I?xon 5 HT c.568_569insCGATC Insercdo p.GIn190Profs*3 Alteracdo na matriz de leitura 1
Exon 7 HT C.715A>T Substituicdo p.Met239Leu Substituicdo 1
THAP1 Exon 3 HT €.289C>T Substituicdo p.GIn97* Substituicao resultante em 6
cédon de parada
SGCE Exon 5 HT c.584G>A Substituicdo p.Arg195His Substituicdo **
ATP1A3 Exon 12 HT c.1472A>G Substituicdo p.Asn491Ser Substituicdo 1
Exon 19 HT €.2653G>A Substituicdo p.Val885lle Substituicdo **
Exon 7 HM €.665C>T Substituicdo p.Pro222Leu Substituicdo 6
PRKRA Exon7e8 HTc C.795C>A ; 665C>T Substituicdo p-Ser265Arg; Substituicao 1
Pro222Leu
cIz1 Exon 8 HT €.1354C>A Substituicdo p.GIn452Lys Substituicdo 1
Exon 12 HT c.2087A>G Substituicdo p.Asp696Gly Substituicdo 1
Exon 5 HT €.658G>T Substituicdo p.Asp220Tyr Substituicao 1
GNAL Exon 6 HT c.731A>G Substituicdo p.Glu244Gly Substituicdo 1
Exon 8 HT €.910G>A Substituicdo p.Asp304Asn Substituicao 1
KCTDL7 Exon 3 HT c.337G>A Substituicdo p.Glul13Lys Substituicao 1
Exon 6 HT C.655G>A Substituicdo p.Glu219Lys Substituicao **
Total de probandos 28

N (quantidade de probandos afetados pela variante). HT (Heterozigoto). HM (Homozigoto). HTc (Heterozigoto composto). ** probandos que possuem variante

em outro gene e ja foram contabilizados no total.
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3.3.2 Achados secundarios

Ao sequenciar as regides cobertas pelos amplicons no gene GNAL,
identificamos variantes em um outro gene, que ndo estava relacionado no painel
customizado e nem esta relacionado com distonia. Os genes MPPE1 e GNAL se
sobrepbem parcialmente na regido do cromossomo 18pll1l.21, e ao cobrir o gene
GNAL, os amplicons abrangeram os dois ultimos éxons do gene MPPE1, nos quais
identificamos as variantes ¢.911C>T (p.Thr304Met), c¢.1189T>A (p.*397Arg) e
€.1022C>A (p.Pro341His) em 4 probandos. Para verificar a relagcdo de variantes nesse
gene com distonia, investigamos todos os éxons do gene MPPE1l em todos os
individuos com histéria familiar positiva ou possivel do banco de amostras da RBED
(n=41) por meio de sequenciamento Sanger. Somente uma variante c.413G>A

(p.Arg138Gin) foi identificada no éxon 5 de um probando.

3.4 Potencial patolégico das variantes

A nivel genémico, das 21 variantes priorizadas e validadas, 19 s&o
substituicGes de um Unico nucleotideo, enquanto as outras duas correspondem a uma
delecdo e uma insercado (Tabela 2). A seguir, estdo detalhados os resultados das
analises de patogenicidade de cada variante identificada.

3.4.1 TOR1A

c.488 C>T (p.Alal63Vval): A substituicdo do nucleotideo citosina (C)
por timina / uracila (T/U) na posicdo 488 do RNA mensageiro (RNAmM), em
heterozigose, resulta na troca da trinca GCG por GUG, alterando o aminoacido alanina
(Ala) por valina (Val) na posi¢cdo 163, durante o processo de traducdo da proteina
torsina 1A. Ambos os aminoacidos envolvidos possuem carga neutra, sdo apolares e
diferem pouco no tamanho (Ala 71,09Da e Val 99,14Da). A variante p.Alal63Val ja
estava descrita nos bancos de dados gnomAD (0,03%) e ABraOM (0,08%) e esta
classificada como “variante de significado incerto” segundo o ClinVar (rs142909469).
As analises de patogenicidade in silico preditas por cada algoritmo foram:
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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).

€.907_909delGAG (p.Glu303del): Essa variante leva a delecéo de 3
nucleotideos, ocasionando a perda de um aminoéacido glutamato (Glu) na posi¢do 303
da proteina torsina 1A. A delecéo desse Unico aminoacido nao altera a matriz de leitura
da proteina (Figura 11). Esta classificada como “patogénica” tanto no banco de dados
Clinvar (rs80358233) quanto no banco de dados LOVD e esta descrita no gnomAD
com frequéncia de 0,01%. Uma vez que nem todos os algoritmos in silico analisam
variantes indel, somente trés dos algoritmos foram utilizados, os quais resultaram em:
variante causadora de doenca (MutationTaster, escore 0.99), prejudicial (PROVEAN,
escore -10.26) e de impacto moderado (CADD, escore 22.5). Além disso, essa variante
foi confirmada na irma sintomética 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 ortélogos em todas as espécies selecionadas. A alanina na posicdo 163 se
manteve conservada em mamiferos e esta localizada em uma regido de interacdo com
a proteina SNAPIN, enquanto o glutamato na posicdo 303 se manteve conservado
entre tetrapodes (animais terrestres que possuem quatro membros) e esta localizado
em uma regido de interacdo com a proteina KLC1 (Figura 11).

Em relacdo a modelagem molecular in silico, obtivemos modelos da
proteina torsina 1A selvagem e modelos com as variantes identificadas nesse estudo
(p.-Alal63Vval e p.Glu303del). Além disso, geramos um modelo com a variante
p.Asp216His, que é a mais frequente no banco de dados gnomAD (frequéncia de 12%)
e aparentemente benigna, segundo classificacdo do banco de dados ClinVar.

A estrutura molde selecionada em todos os modelos foi a c5j1sA,
correspondente a proteina torsina 1A humana em complexo com a proteina LULLZ,
elucidada por meio de cristalografia de raios x (com resolucdo de 1.399A). Em todos os
modelos, 83% dos residuos foram modelados com mais de 90% de confianca e se
mostraram adequados segundo analises de qualidade, sem regides de choque
(clashes) e rotdmeros. Nenhum dos residuos variantes estavam em regides

desordenadas dos modelos.
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NP_572178.1 0.302941 Drosophila

[

XP_310142.4 0.302941 A. gambiae
TOR1A NP_495916.1 0.331164 C. elegans
NP_001186944.1 0.223158  D. rerio
NP_001016237.10.199326  X. tropicalis
c.488 C>T (HT) ¢.907_909delGAG (HT NP_001025858.10.144711  G. gallus
_ NP_659133.10.0165165  M.musculus
7 > 2 a2 s NP_695215.2 0.0165165  R. norvegicus
NP_001092528.1 0.0349738 B, taurus
XP_548417.3 0.033509 C. lupus

XP_014972073.1 0.0106994 M. mulatta
NP_000104.1 0.00150602 H. sapiens

1
1
1
1
1
H XP_001164380.2 0.00150602 P, troglodytes
[

p-Ala163Val p-Glu303del
$ ¥
NVSACARS IVSRVAEEM ---Homo sapiens 127 7
NVSACARS IVSRVAEEM --- Pan troglodytes ]5
NVSACARS IVSRVAEEM --- Macaca mulatta 4@
NVSACARS TVTKVADEM —— Canis lupus s
NVSACARS IVSRVAEEM --- Bos taurus 3
NVSACARS IISKVAEEM --- Mus musculus % g
NVSACARS IINKVAEEM --- Rattus norvegicus %g <
NVSICPRS ILTRVADEM --- Gallus gallus S |2
NVSNCERS IVTKVAKEM --- Xenopus tropicalis 1 |3
NVSICPRS VVEKMAHDL --- Danio rerio o
TLRSCPRS IIEDIINSS --- Drosophila melanogaster @
--AKCPNA MLSDIVKEA --- Anopheles gambiae =
TVQKCQRS FVERVLNSL --- Caenorhabditis elegans 15
| Regido de interagdo | | Regido de interagao |
{  comSNAPIN | | com KLC1 1

No gene TOR1A, os eletroferogramas ilustram a variante ¢.488C>T com a troca de um nucleotideo
citosina (pico azul) por timina (pico vermelho) em heterozigose, e a variante ¢.907_909delGAG com
despareamento dos picos ap6s delecdo. Abaixo, alinhamento da sequéncia proteica entre diversas
espécies, agrupadas conforme grupos taxondmicos, demonstra conservacdo do aminoacido alanina (A)
na posi¢cado 163 entre vertebrados e do glutamato (E) na posi¢do 303 entre tetrdpodes.

Figura 11. Variantes no gene TOR1A

As sequéncias primarias da proteina torsina 1A, que foram
submetidas ao processo de modelagem molecular, correspondiam a estrutura completa
da proteina, com uma sequéncia sinalizadora voltada para a face externa da
membrana (residuos 1-20), seguida por residuos altamente hidrofébicos de ancoragem
a face interna da membrana (residuos 21-40) (Figura 12). Ja a proteina molde (c5j1sA)
correspondeu a estrutura madura da proteina torsina 1A, onde a sequéncia
sinalizadora estava ausente, condizente com seu estado no momento da cristalizagao
(em complexo com seu ativador LULL1). Portanto, a regido de completa homologia
com a proteina molde foi do residuo 55 ao 302 (com mais de 90% de confianca),

enguanto os residuos iniciais (1 ao 55) foram modelados pela abordagem ab initio.
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Sequéncia Regido
1-15 Signal peptide sinalizadora transmembrana

N-Terminal
\C-terminal

Extracellular N-terminal

18
S1
39 Membrane

Cytoplasmic k
C-Terminal

A) Figura gerada pela plataforma Phyre2 indicando a regido transmembrana com sequéncia sinalizadora
(N-terminal) voltada para a face externa. B) Estrutura terciaria da proteina torsina 1A, com a sequéncia
sinalizadora (roxo) e a regido transmembrana (laranja) destacadas.

Figura 12. Sequéncia sinalizadora e regido transmembrana da proteina torsina 1A

Na figura 13 estdo destacadas as regides da proteina torsina 1A que
interagem com as proteinas KLC1, SNAPIN e SYNE3. Tais regides podem sofrer
alteracdes conformacionais, ficando mais expostas mediante ativacdo por moléculas de
ATP. Os sitios de ligacdo de ATP preditos pelo algoritmo 3DLigandSite
corresponderam aos sitios ja descritos nos bancos de dados do NCBI e UniProt. Nos
modelos gerados, esses sitios de ligacdo de ATP (incluindo os motivos Walker)
assumiram a conformacédo de um poro centralizado na proteina, correspondente com a
regido de bolsédo (pocket) predita (Figura 14). Ademais, no modelo selvagem foram
preditos sitios de interacdo com magnésio (residuos 109, 135, 208 e 241) e zinco
(residuos 54 e 117-121).

A) B) C)

Regido
transmembrana
|

A) Estrutura do modelo selvagem em fita demonstrando a regido transmembrana (laranja), as regides de
interacdo com a proteina SNAPIN (magenta), KLC1 (verde) e SYNE3 (azul). B) Estrutura da proteina
torsina 1A em superficie mesclado com fita e C) estrutura em superficie.

Figura 13. Regides de interacdo proteica da proteina torsina 1A
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Sitios ligantes de ATP

predita no modelo

Figura 14. Sitios de ligagdo de ATP preditos nos modelos da proteina torsina 1A

As posicbes dos residuos A163 (na regido de interacdo com
SNAPIN) e E303 (na regido de interacdo com KLC1) estéo ilustradas na figura 15.

E303
(visdo anterior)

Sitios ligantes
de ATP

A163
(visdao posterior)

A esquerda estd a estrutura da proteina torsina 1A em superficie com as regides de interagéo
destacadas: interacdo com SNAPIN (magenta), com KLC1 (verde), com SYNE3 (azul) e com ATP
(amarelo). A direita estdo os mesmos modelos com as variantes ilustradas em vermelho. Glutamato (E),
Alanina (A).

Figura 15. Posicao das variantes nos modelos proteicos da torsina 1A
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De modo geral, em relacdo ao modelo selvagem, o modelo variante
p.A163V perdeu 17 pontes de hidrogénio e o modelo p.E303del perdeu 36, enquanto o
modelo com a variante benigna ndo perdeu nenhuma. Para essa analise, foram
considerados somente as pontes estabelecidas entre os residuos modelados por
homologia com a proteina molde (residuos SER55-ASP331), e os residuos modelados
pela abordagem ab initio foram desconsiderados devido ao baixo valor de confianca.

Na posicdo 163 da cadeia polipeptidica, nem o aminoacido
selvagem (alanina) e nem o aminoacido variante (valina) possuem pontes de
hidrogénio com outros residuos da proteina. Porém, essa variante desencadeou
alteracdes nas interacdes e ligacbes dos residuos adjacentes, segundo o modelo
variante. O residuo CYS162 adquiriu uma ponte de hidrogénio com sua proépria cadeia
lateral e mais trés pontes de hidrogénio entre sua cadeia lateral e os residuos SER165,
VAL159 e ASN158. A ligagédo do residuo ALA161 com o GLY157 foi alterada para o
residuo ASN158 (Figura 16A) e a cadeia lateral do residuo SER160 ganhou uma ponte
de hidrogénio com o residuo ARG156 (Figura 16B). A cadeia lateral do residuo
ARG164, que se ligava ao residuo ASN89, passou a se ligar ao residuo ILE87 e o

residuo ILE166 perdeu uma ligacdo com o residuo TYR128 (Figuras 16C e D).



Modelo selvagem Modelo p.Ala163Val

B)

ARG 186

SER 160

As linhas em vermelho representam as pontes de hidrogénio estabelecidas entre os residuos (cinza) e
suas cadeias laterais.

Figura 16. Alteracdes nas interacBes entre os residuos adjacentes a variante p.Alal63Val no gene
TOR1A
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J& a delecédo do glutamato na posicdo 303 levou ao encurtamento da
a-hélice 17 do modelo, devido a perda de duas pontes de hidrogénio, estabelecidas
entre 0 residuo E303 e os residuos R299 e V300. Uma ponte de hidrogénio
estabelecida entre a cadeia lateral do residuo E303 e o residuo Y329 também foi
perdida, afetando a interacdo entre as duas ultimas a-hélices do modelo (Figura 17).
Essas a-hélices (17 e 18) sé@o responséaveis pela interagdo com a proteina SYNE3.
Além disso, o aminoacido metionina (Met) (que passou a ocupar a posicao E303 apos
delecdo) adquiriu uma ponte de hidrogénio com o residuo S315, a fim de compensar a
perda de 4 pontes de hidrogénio que estabilizavam essa regido de loop no modelo

selvagem (Figura 17).

Modelo selvagem Modelo p.E303del

A-hélice 17 A-hélice 17
A-hélice 18

MET 303

A

PHEG07

l PHE 314

As linhas em vermelho representam as pontes de hidrogénio estabelecidas entre os residuos (cinza) e
suas cadeias laterais.
Figura 17. AlteracBes nas interacdes entre os residuos no modelo com a variante p.Glu303del no gene

TOR1A



58

3.4.2 TUBB4A

€.883G>A:(p.Asp295Asn). A substituicdo do nucleotideo guanina
(G) por adenina (A) na posicdo 883 do RNAmM, em heterozigose, resulta na troca da
trinca GAU por AAU, alterando o aminoacido aspartato (Asp) por um asparagina (Asn)
na posicao 295, durante o processo de traducéo da proteina B-tubulina 4A. Apesar de
ser conservada em eucariotos (Figura 18), ndo identificamos proteinas ortélogas a
tubulina 4A em nenhuma espécie da categoria “aves”, somente a proteina B-tubulina
4B (TUBB4B), na qual o aspartato na posicdo 295 se manteve conservado
(NM_001080860.2 — Gallus gallus). Tanto o Asp quanto o Asn sdo aminoacidos
polares de tamanho aproximado (115,09 Da e 114,11 Da) e diferem nas cargas

atribuidas as suas cadeias laterais, negativa no Asp e neutra no Asn.

TUBB4A

c.883 G>A (HT) —  NP_523842200242291  Drosophila melanogaster
L XP_314483.4 0.0242291 Anopheles gambiae
= = = = = = XP_001119010.2 0.0321344 Macaca mulatta
S 2% SR hed o WA NP_001070183.1 0.0123874 Danio rerio
NP_006078.2 0 Homo sapiens
NP_001267357.10 Pan troglodytes
XP_005633030.1 0 Canis lupus
NP_001029869.1 0 Bos taurus
NP_033477.20 Mus musculus
NP_543158.10 Rattus norvegicus
pAsp295Asn NP_001032345.1 0.0112613 Xenopus tropicalis
¥
DAKNMMAA!  ---Homosapiens @7 7 7 7
DAKNMMAAI  --- Pan troglodytes |3
B ------ --- Macaca mulatta J& %
DAKNMMAA!I  --- Canis lupus :
DAKNMMAAI  --- Bos taurus 5 Ly
) 1]
DAKNMMAA!  --- Mus musculus =15 |5
- o |
DAKNMMAA!  --- Rattus norvegicus k: ;‘cp_'
A 3 Q.
DSKNMMAAI  --- Xenopus tropicalis o |g
DAKNMMAA!  --- Danio rerio 1% |=
DAKNMMAAI  --- Drosophila melanogaster =
DAKNMMAA!  -—- Anopheles gambiae 15

Acima esta ilustrado o eletroferograma da variante ¢.883G>A, com a troca de um nucleotideo guanina
(pico preto) por adenina (pico verde) em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequéncia de aminoacidos da
proteina B-tubulina 4A foi alinhado com a mesma sequéncia de diversas espécies, demonstrando que o
aminoacido aspartato (Asp) na posicao 295 foi conservado entre as espécies na escala evolutiva.

Figura 18. Variante no gene TUBB4A
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A variante p.Asp295Asn n&o 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
doenca 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 ¢.2653G>A (p.Val885lle) no gene ATP1A3. Conforme demonstrado na figura
19, a variante TUBB4A foi identificada no pai, em duas tias e no irmao do probando,
enguanto a variante no gene ATP1A3 foi identificada na mae e no irméao do probando.

Os familiares sdo assintomaticos.

E TUBB4A_c.883G=A (p.Asp295Asn) - ATP1A3_c.2653G=A (p.Val885lle)

0 O @

Mae

"o

Probando Irmdo

A variante TUBB4A foi herdada do pai e a ATP1A3 herdada da mée. Tanto o probando quanto o irméo
possuem as duas variantes. Nenhum dos familiares é afetado.

Fonte: Progeny Genetics [Program]. Delray Beach: Progeny Genetics LLC; ¢1996-2019 [cited 2019 Nov
25]. Available from: http://pedigree.progenygenetics.com/

Figura 19. Heredograma do probando TUBB4A / ATP1A3

Para analise de modelagem molecular in silico da proteina beta
tubulina 4A (TUBB4A), comparamos 0 modelo proteico tridimensional da proteina
selvagem com modelos da proteina alterados por quatro variantes: 1. p.Asp295Asn
(p.D295N) — variante identificada nesse estudo; 2. p.Asp295His (p.D295H) — variante
que afeta o mesmo aminoacido, e esta descrita no gnomAD (rs752503674); 3.
p.Arg2Gly (p.R2G) e 4. p.Ala271Thr (p.A271T) — descritas como patogénicas em
distonia DYT-TUBB4A ap6s estudo funcional.®® A estrutura molde mais adequada
selecionada foi a C2p4nB (beta-tubulina 2B, TUBB2B, Q6B856) baseado na cobertura


http://pedigree.progenygenetics.com/

60

(96% de similaridade com a sequéncia) e confianca do modelo (100% para os residuos
alinhados).

Tubulinas (alfa e beta) possuem trés dominios funcionais: 1.
Dominio N-terminal (ligante de guanosina trifosfato/guanosina difosfato (GTP/GDP)), 2.
Dominio intermediario (com sitio ligante de taxol, envolvido na estabilizacdo do
microt(bulo) e 3. Dominio C-terminal (de contato entre os protofilamentos).'® As
estruturas tridimensionais preditas foram muito semelhantes entre si, com uma regiao
central composta por fitas B envoltas por a-hélices, e regides de interacdo na porcao
lateral, superior e inferior da proteina que s&do essenciais para a formacao dos

protofilamentos do microtubulo (Figura 20).

Nucleotide binding site (E-site)

Taxol binding site

Nucleotide binding site B/a domain interface
(E-site)

Proteina visualizada em estrutura secundaria acima e em superficie abaixo (visdo lateral, superior e
inferior). Os dominios funcionais de TUBB4A estdo destacados conforme as seguintes cores: 1. Sitio
ligante de GTP/GDP (E-site) (amarelo); 2. Interface do dominio de interacdo entre tubulinas alfa/beta
(verde); 3. Interface do dominio de interacéo beta/alfa (magenta); e 4. Sitio ligante de Taxol (azul).

Fonte: UCSF Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics. UCSF Chimera [Program].
Berkeley: National Institutes of Health; ¢2018 [cited 2019 Nov 25]. Available from:
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

Figura 20. Modelo 3D de TUBB4A baseado na estrutura C2p4nB (TUBB2B)


https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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Em comparagdo ao modelo selvagem, a substituicdo de um &cido
aspartico (D/Asp) por uma asparagina (N/Asn) na posicdo 295 (p.D295N) levou a
aguisicdo de uma ponte de hidrogénio entre os residuos 295 e 296 (Figura 21) e a
perda de uma ponte de hidrogénio entre os residuos MET1-CYS129 e GLY132-GLU3,
de interacdo entre os dominios proteicos. A perda da ponte de hidrogénio MET1-
CYS129 também foi observada no modelo R2G da variante descrita como patogénica
em DYT-TUBBA4A, ap0s ensaio funcional (Figura 22). Essas alteracbes ndo foram

observadas no modelo D295H da variante descrita no banco de dados populacional.

Y D295 N295

O modelo variante adquiriu uma ponte de hidrogénio entre os residuos 295 e 296.
Figura 21. Comparacao entre o modelo TUBB4A selvagem e o variante D295N

A ponte de hidrogénio entre os residuos MET1-CYS129 indicada no modelo selvagem (acima) foi
perdida nos modelos com as variantes D295N (identificada nesse estudo) e R2G (descrita como
patogénica).

Figura 22. Ponte de hidrogénio de estrutura terciaria perdida nos modelos TUBB4A variantes
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As regides de loop séo responsaveis pelas interacdes entre as

tubulinas e alteragbes conformacionais mediante ativagdo e desativagdo mediada por
GTP/GDP""17®) (Figura 23). Ndo observamos modificacdes nos loops T3, T5, T7 e M-

loop em nenhum dos modelos.

T7-loop

Figura 23. Proteina TUBB4A em superficie com regides de loop destacadas

O algoritmo 3DLigandSite indicou clusters de sitios de ligagdo de

GTP, magnésio e zinco para cada modelo baseado no alinhamento com estruturas e

dominios conhecidos. A funcdo de cada sitio foi anotada baseada em informacdes
provenientes dos bancos de dados UniProtKB (P04350) e CDD (cd02187) e em

estudos cristalograficos da proteina beta-tubulina.!'”®'®) O modelo da variante D295N,

identificada nesse estudo, perdeu um sitio de ligacdo no residuo N99 (interface do

dominio de interacdo alfa/beta), assim como observado no modelo A271T(da variante

patogénica), e, demonstrou alteragdes no sitio de ligacdo de GTP/GDP (E-site) com a

aguisicao de uma interacdo no residuo T72, assim como nos modelos com as variantes

sabidamente patogénicas. Os residuos componentes dos sitios e dominios funcionais

da proteina TUBB4A, assim como aqueles que foram perdidos ou adquiridos nos

modelos variantes estao descritos no quadro 4.

Quadro 4. Sitios de ligacao preditos para os modelos proteicos TUBB4A

FUNCAO RESIDUOS*
Sitio ligante de 10-12
(GTP/GDP) 15
E-site (dominio N- 72
terminal) 138
140-144
181
204
222

226

AA**
GQC
Q
T

S
GGGTG

E
N
Y
N

D295N

ADQUIRIU

PERDEU

D295H R2G

ADQUIRIU

A271T

ADQUIRIU

continua...




...continuacgao
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Interface do dominio 16 |
alfa/beta 67 D
69-71 EPG
97-98 AG
99 N PERDEU PERDEU
100/103/169  N/K/V/D/
M771179 Y,
181 E
Sitio ligante de 16 |
magnésio — Mg** 67/69/97/16  D/EIAIV/
977 D
Interface do dominio 2/131 R/Q
beta/alfa 245/247/251 GIN/R/IN
1256
258-260 VPF
322-324 SMK
327 D
347-351 NNVKT
Sitio ligante de 246 L PERDEU
(GTP/GDP) 252 K
N-site (a-tubulina)
Sitio ligante de zinco — 280 Q ADQUIRIU ADQUIRIU ADQUIRIU
Zn?* (M-loop) 281-282 YR

* Residuos numerados conforme TUBB4A (NP_006078). **Aminoacidos.

3.4.3 GCH1

€.439C>T:(p.Prol47Ser). No éxon 2, a substituicdo do nucleotideo
citosina (C) por um nucleotideo timina / uracila (T/U) na posicdo 439 do RNAmM, em
heterozigose, resulta na troca da trinca CCA por uma UCA, alterando o aminoacido
prolina (Pro) por um serina (Ser) na posicdo 147 da cadeia polipeptidica. Os
aminoécidos prolina e serina, envolvidos nessa variante, possuem tamanho
aproximado (97,12 Da e 87,08 Da) mas hidrofobicidade diferente (prolina € apolar
enguanto serina € polar). Essa variante néo foi encontrada em nenhum banco de dados
populacional, mas estava descrita no banco de dados dbSNP (rs867158370). Foi
predita como prejudicial a funcdo 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 26.9) (Figura 24).

GCH1:c.607G>A:(p.Gly203Arg). Da mesma forma, no éxon 5, a
troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) na posicdo 607 do RNAmM, em
heterozigose, resulta na troca da trinca GGG por uma AGG, alterando o aminoacido
glicina (Gly) pelo amino&cido arginina (Arg) na posicdo 203 da proteina GTP
ciclohidrolase |, durante o processo de traducdo (Figura 24). Nessa variante, 0s

aminoacidos glicina e arginina possuem caracteristicas fisico-quimicas completamente
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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 esta
classificada como “patogénica” no banco de dados ClinVar (rs988395114) e foi predita
como prejudicial a funcdo 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
analise pelo Homologene, e possui ortdlogos em todas as espécies selecionadas. A
prolina na posicéo 147 foi conservada ao longo da evolugdo, se mantendo em todas as
espécies, enquanto a glicina na posicdo 203 da proteina foi conservada em

vertebrados.

GCH1
NP_001129727.20.124189 D, rerio
— NP_001006789.1 0.107639  x_ tropicalis
c.439 C>T (HT) c.607 G>A (HT) NP_990554.1 0.101165 G. gallus
NP_032128.1 0.0186722 M. musculus
... ' e e —1_  wpomrsszi00t6722 R norvegicus
G c v = — XP_002690995.1 0.0401606
=
—

XP_005623474.10.0251004 C. lupus
NP_000152.1 0 H. sapiens
XP_001161622.1 0 P. troglodytes
XP_001087365.1 0.006 M. mulatta
NP_726038.1 0.18305 D. melanogaster

B. taurus

XP_316477.4 0.17713 Anpheles

p.Pro147Ser pG|y203Arg NP_505710.1 0.17713 C. elegans
L 4 L 4
HHLVPFV PAGVGVYVY - Homo sapiens ® 1 T
HHLVPFV PAGVGVVY - Pan troglodytes ]g
HHLVPFV PAGVGWWV - Macaca mulatta 42 |
HHLVPFV PAGVGVVY -- Canis lupus f
HHLVPFV PAGVGVVY - Bos taurus 5
HHLVPFV PAGVGVVI -— Mus musculus = 2
HHLVPFV PAGVGVVI -— Rattus norvegicus s |<
HHLVPFV PAGVGVVI - Gallus gallus a |2
HHLVPFI PSGVGVVV - Xenopus tropicalis
HHLVPIF PAGVGVVY --- Danio rerio
HHLVPFY PAGVAVVV -- Drosophila melanogaster @
HHLVPFY PAGVAVII -- Anopheles gambiae g
HHLVPFM PSGVAVVI --- Caenorhabditis elegans 1z
[ interface |
| Homodecamer !

________________

Acima, os eletroferogramas das variantes ¢.439C>T (a esquerda) e ¢.607G>A (a direita), ilustram a troca
dos nucleotideos citosina (pico azul) por timina (pico vermelho) e de guanina (pico preto) por adenina
(verde), ambos em heterozigose. Abaixo, os trechos das sequéncias de aminoacidos da proteina GTP
ciclohidrolase | foram alinhados com as mesmas sequéncias de diversas espécies, demonstrando que o
aminodcido prolina (Pro) na posicao 147, constituinte de uma regido de interface homodecamer, foi
conservado em todas as espécies selecionadas, enquanto o aminoacido glicina (Gly) na posi¢do 203 foi
conservado somente nos vertebrados.

Figura 24. Variantes no gene GCH1

Na modelagem molecular da proteina GTP ciclohidrolase |, 78% dos
residuos foram modelados com mais de 90% de confianca, com a maior parte da
proteina modelada por homologia (194 residuos alinhados). A estrutura molde

selecionada foi a clis7F (PDB 1IS7), correspondente a estrutura da proteina GTP



65

ciclohidrolase | em complexo com sua proteina reguladora GFRP da espécie rattus
novergicus (rato), obtida por meio da difracdo de raios x com resolucdo de 2.8A.

Geramos modelos da proteina selvagem e das variantes (p.P147S e
p.G203R). Todos os modelos estavam adequados conforme analise de qualidade.
Segundo andlise de Ramachandran, os residuos 117 e 218 estavam em regides
desfavoraveis do modelo e os residuos 79, 122, 137, 138, 163, 177, 211 e 219 foram
preditos como rotameros, com cadeias laterais que podem néo ter sido modeladas
idealmente. Além disso, a regido correspondente aos residuos 1 a 67 (regido que nao
foi modelada por homologia) demonstrou estar desordenada.

Todos os residuos preditos como sitios cataliticos ou de interacao
com outras proteinas, assim como a regido de bolsdo também predita nos modelos,
foram correspondentes aos residuos registrados no banco de dados UniProt.

Como uma enzima, GTP ciclohidrolase | possui diversos sitios de
interacdo proteica distribuidos ao longo da superficie, que sdo expostos conforme
padrao de ativacao dos sitios de ATP e fosforilagdo. O aminoacido prolina na posi¢ao
147 é um desses sitios de interacdo com outras proteinas (na interface homodecamer),
e é um residuo préximo aos sitios de ligacdo de GTP e zinco nos residuos 143 e 144.
Em relacdo ao modelo selvagem, o modelo com a variante p.P147S perdeu 4 das 7
pontes de hidrogénio que estabilizavam as fitas 3 e 4 no centro da proteina. Da
mesma forma, o residuo 203, envolvido na variante p.G203R, constitui um residuo na
fita B6 e parece afetar a mesma regido que a variante p.P147S, desestabilizando as
fitas B3 e B4 e o loop com os sitios ativos 143 e 144, quando alterado pela variante
(Figura 25).
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A) Modelo selvagem

Sitios ativos
(GTP e Zinco)

B) Modelo variante p.P147S

A direita esta representada a estruturas das fitas B nos modelos selvagem (acima) e variante (abaixo).
As linhas vermelhas indicam ligac6es por pontes de hidrogénio, estabelecidas entre os residuos.

Figura 25. AlteracBes conformacionais e nas ligacdes por pontes de hidrogénio no modelo GCH1 com a
variante p.P147S
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3.44TH

c.81G>T:(p.Glu27Asp). A substituicdo do nucleotideo guanina (G)
por timina / uracila (T/U) na posi¢cdo 81 do RNAm, em heterozigose, resulta na troca da
trinca GAG por uma GAU, alterando o aminoacido glutamato (Glu) por um aspartato
(Asp) na posicdo 27 da proteina tirosina hidroxilase, durante o processo de tradugdo. O
gene TH é conservado em animais Bilateria, com ortélogos em todas as espécies
selecionadas, porém, o aminoacido Glutamato na posi¢cdo 27 da proteina nao esta em

regido conservada ao longo da evolucao (Figura 26).

NP_001254009.1 0.302587 C. elegans

TH — NP_476897.1 0.0846457 D. melanogaster
L XP_316061.3 0.0846457 A. gambiae
NP_571224.1 0.152217 D. rerio
c.81 G>T (HT) XP_002938944.2 0.143692  X. tropicalis
NP_990136.1 0.120685 G. gallus
= s X % & 2 NP_776309.1 0.0866242 B. taurus
XP_003312902.2 0.017982 P.troglodytes
NP_954986.2 0.00550661 H. sapiens
XP_002799487.1 0.00550661 M. mulatta
NP_001002966.1 0.0585859 C. lupus
NP_033403.1 0.0140562 M. musculus
p-Glu27Asp NP_036872.1 00140562  R.novergicus
¥
DAK-QAEA -~ Homo sapiens 7 7 7
PYP-QAPH - Pan troglodytes |3
------ --- Macaca mulatta 4@
PTP-N--- - Canis lupus §
P --- Bos taurus 3
o |
PTP-S--- - Mus musculus = |2
PTP-S--- --- Rattus norvegicus 3 <
O -
-------- --- Gallus gallus 2 |2
-------- . . O_
--- Xenopus tropicalis I 3
-------- --- Danio rerio S
-------- --- Drosophila melanogaster w
PQ---EVQ  --- Anopheles gambiae =
PRRYSLVH  --- Caenorhabditis elegans 1z

Acima esta ilustrado o eletroferograma da variante ¢.81G>T, com a troca de um nucleotideo guanina
(pico preto) por timina (pico vermelho), em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequéncia de amino&cidos
da proteina tirosina hidroxilase foi alinhado com a mesma sequéncia de diversas espécies,
demonstrando que o aminoacido glutamato (Glu) na posigdo 27 nao foi conservado entre as espécies.
Figura 26. Variante no gene TH

Os aminoacidos glutamato e aspartato, envolvidos nessa variante,
possuem caracteristicas semelhantes em relagdo ao tamanho (128,12 Da e 115,09 Da)
e sdo 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
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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 nao identificamos
quaisquer outras variantes que pudessem atestar heterozigose composta, por estar em
uma regido ndo conservada da proteina e ser predita como neutra pela maioria dos
algoritmos in silico, ndo identificamos evidéncias suficientes de patogenicidade para

essa variante.

3.4.5DDC

C.715A>T:(p.Met239Leu). A troca do nucleotideo adenina (A) por
timina / uracila (T/U) na posicdo 715 do RNAm leva a troca da trinca AUG por UUG,
alterando o aminoacido metionina (Met) por leucina (Leu) na posi¢do 239 da proteina
dopa descarboxilase, durante o processo de traducdo. Os dois aminoacidos envolvidos
nessa variante possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, ambos séo
apolares de carga neutra e possuem tamanho aproximado (131,19 Da e 113,16 Da).
Conforme figura 27, a metionina na posi¢ao 239 nao foi um aminodcido conservado ao
longo da evolucao. A variante p.Met239Leu (rs11575376) esta 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 funcéo proteica (CADD,
escore 10.89). Essa variante compfe uma regido de fitas p-pregueadas (assim como
no caso GCH1) mas néo altera quaisquer pontes de hidrogénio entre elas e nem entre

os residuos adjacentes.
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DDC AAU05399.1 0.299618 C. elegans
‘ —  NP_724163.10.126471 D. melanogaster
L XP_319841.30.126471 A. gambiae
c.715 A>T (HT) NP_098507.1 0.134725 N
NP_001011289.10.129404  X_ Tropicalis
XP_419032.3 0.123532 G. gallus
NP_776332.10.0793617 B, taurus

XP_848285.2 0.0673177 C. lupus
NP_001076440.1 0.00208333 H. sapiens
XP_519096.2 0.00208333 P. troglodytes
XP_001082132.10.015625 M. mulatta
NP_001177377.1 0.0208333 M. musculus

NP_036677.1 0.0208333 R. novergicus
p-Met239Leu
$
FFMVAT  --- Homo sapiens ©7 7 7
FEMVAT - Pan troglodytes ]g
FFWAT - Macaca mulatta J@
FFVVAT  --- Canis lupus =
CFVVAT  --- Bos taurus 3
FFVWAT - Mus musculus = | &
FFVWT  --- Rattus norvegicus 8 |<
FFFCAT --- Gallus gallus Qo% %
IFFCAT ---Xenopus tropicalis i S
FFFCAT  --- Danio rerio o
FYAWT  --- Drosophila melanogaster ®
FYWAT  --- Anopheles gambiae )
FMFLAT  --- Caenorhabditis elegans Jz

Acima estd ilustrado o eletroferograma da variante ¢.715A>T, com a troca de um nucleotideo adenina
(pico verde) por timina (pico vermelho), em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequéncia de aminoacidos
da proteina dopa descarboxilase foi alinhado com a mesma sequéncia de diversas espécies,
demonstrando que o aminoacido metionina (Met) na posicao 230 n&o foi conservado entre as espécies.
Figura 27. Variante no gene DDC

€.568 569insCGATC:(p.GIn190Profs*3). Essa variante
corresponde a inser¢cdo de cinco nucleotideos no éxon 5 do gene DDC, causando
alteracdo na matriz de leitura da proteina dopa descarboxilase com formacdo de um
coédon de parada apds 3 aminoéacidos (Figura 28). A proteina resultante perdeu grande
parte do dominio descarboxilase, a maioria dos sitios ligantes de fosfato e um sitio
catalitico. A andlise do efeito molecular nédo foi possivel devido a perda de mais de 50%
da cadeia polipeptidica nessa variante. ApOs investigacdo familiar, confirmamos a
mesma variante na mae assintomatica do probando (em heterozigose) e estava

ausente no pai e na irma (Figura 29).
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EXON 5
€.568_569insCGATC

170 l 180
W n - L} L] L} n L L} L}
Cc c G A c M
|

G R T S A G K G

-
-
]

Alteragao na matriz de leitura

| p.GIn190Profs*3 |

TlclclG|alT|c AlGlgltlglalg |t |glt gt |t
S/Ser | D/Asp | Q/GIn intron

"

TIclclg|alTlc cla|alT|c|alGlglt [glalglt
s/Ser |[D/Asp | P/Pro | 1/lle | R/Arg

No eletroferograma esta ilustrado o ponto de inser¢do dos 5 nucleotideos, resultando na
alteracdo da matriz de leitura. A insercdo dos nucleotideos (CGATC) causou a troca do
aminoacido glutamina (GIn) por um prolina (Pro) na posi¢cdo seguinte, a insercao de mais
dois aminoacidos (Isoleucina - lle e Arginina - Arg) e por fim um cédon de parada (TGA),
levando a formacéo de uma proteina truncada.

Figura 28. Variante com inser¢do no gene DDC

E €.568_569insGCATC

O

pai mae
(assintomatica)
probando irma

Distonia-parkinsonismo
A variante foi identificada na mée do probando e estava ausente no pai e na irma. Nenhum
dos familiares é afetado.
Fonte: Progeny Genetics [Program]. Delray Beach: Progeny Genetics LLC; ¢1996-2019 [cited

2019 Nov 25]. Available from: http://pedigree.progenygenetics.com/
Figura 29. Heredograma do probando com inser¢cdo no gene DDC
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3.4.6 THAP1

€.289 C>T:(p.GIn97*). Entre as substituicbes pontuais de um unico
nucleotideo, identificamos a variante ¢.289C>T (p.GIn97*) no gene THAP1. Nessa
variante, denominada substituicdo sem sentido, a troca do nucleotideo citosina (C) por
timina (T) resulta na alteragdo da trinca CAG por um dos codons indicadores de
término de transcrigdo (TAG) no RNAm, levando a traducdo de uma proteina truncada.
(Figura 30). No banco de dados ClinVar, essa variante esta descrita como patogénica,
mas nao foi encontrada em nenhum dos bancos de dados populacionais. Somente dois
dos algoritmos resultaram em predicdo para essa variante como causadora de doenca
(MutationTaster, escore 0.99) e de impacto forte (CADD, escore 35). Andlise molecular
ndo foi possivel para essa proteina, uma vez que o modelo gerado ndo possuia
estrutura molde elucidada experimentalmente, com niveis de homologia e confianca
aceitaveis (somente 40% dos residuos foram modelados com mais de 90% de

confianga).

THAP1

€.289 C>T (HT)
CE I
C C A C A G. Alelo 1
C C A e Alelo 2
STOP CODON
p-GIn97*
NP_001006738.1 0.186847 X. Tropicalis
XP_004949398.1 0.10349 G. gallus
NP_950243.1 0.0142857 M. Musculus
NP_001008341 0.0142857 R. Novergicus
NP_060575.1 0 H. sapiens
XP_528123.10 P. troglodytes

NP_001244808.1 0.00707547 M. mulatta
XP_848435.1 0.00938967 C. Lupus
NP_001029820.1 0.00938967 B. Taurus

A esquerda, o eletroferograma da variante ¢.289C>T ilustra a substituicio do nucleotideo
citosina (pico azul) por um timina (pico vermelho), em heterozigose. A direita, a sequéncia de
nucleotideos selvagem (CAG) pareada com a sequéncia alterada que codifica um cddon
indicador de término de transcricdo (TAG), truncando a proteina.

Figura 30. Variante no gene THAP1
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3.4.7 SGCE

c.584G>A:(p.Arg195His). A substituicdo do nucleotideo guanina (G)
por adenina (A) na posicdo 584 do RNAm, em heterozigose, resulta na troca da trinca
CGC por uma CAC, alterando o aminoacido arginina (Arg) por histidina (His) na
posicdo 195 da proteina épsilon sarcoglicana, durante processo de traducdo. O gene
SGCE foi conservado em vertebrados e possui ortélogos nas espécies selecionadas,
onde a arginina na posicdo 195 se manteve conservada (Figura 31). Os aminoacidos
envolvidos sdo semelhantes em suas caracteristicas, ambos sdo 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
frequéncia de 0,03% e foi predita como provavelmente prejudicial (Polyphen2, escore
0.921), prejudicial (SIFT, escore 0.04), causadora de doenca (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.

N&o foi possivel a realizacdo da modelagem molecular para essa
proteina devido & auséncia de estruturas moldes com homologia suficiente

(somente23% dos residuos foram modelados).

SGCE
NP_001002594.10.105761  D. rerio

c.584 G>A (HT) XP_002940681.2 0.0816597  X. Tropicalis
140 XP_004939358.1 0.0770432  G. gallus
NP_001092897.1 0.0272882  H. sapiens
NP_001068613.1 0.0174485  B. Taurus
XP_860806.3 0.00831486 C. lupus
XP_001169205 0.00110865  P. troglodytes
XP_001096667.1 0.00110865 M. mulatta
NP_001123660.1 0.01373 M. musculus
NP_001002023.1 0.01373 R. novergicus

p.Arg195His
$

PERLNAI  __ Homo sapiens 21 1
PERLNAI  __ pan troglodytes ]5
PERLNAI - Macaca mulatta J%
PERLNAI --- Canis lupus §
PERLNAI  --- Bos taurus g
PERLNAI  --- Mus musculus = |2
PERLNAI --- Rattus norvegicus | ; =
PERLNAI  -- Gallus gallus o |3
PERLNAI  -—- Xenopus tropicalis J |3
PERLNAI --- Danio rerio J

Eletroferograma da variante ¢.584G>A, com a troca de um nucleotideo guanina (pico preto) por adenina
(pico verde), em heterozigose. Abaixo, o trecho da sequéncia de aminoacidos da proteina épsilon
sargoglicana foi alinhado com a mesma sequéncia de diversas espécies, demonstrando que o
aminoacido arginina (Arg) na posicéo 195 foi conservado em todas as espécies selecionadas.

Figura 31. Variante no gene SGCE
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3.4.8 ATP1A3

c.1472A>G:(p.Asn491Ser) e €.2653G>A:(p.Val885lle).
Respectivamente, as substituicdo dos nucleotideos adenina (A) por guanina (G) na
posicdo 1472 (éxonl2) e guanina por adenina na posicdo 2653 (éxonl9) do RNAm,
ambas em heterozigose, resultam na troca das trincas AAC por AGC e GTC por AUC,
alterando os aminoacidos asparagina (Asn) por serina (Ser) e valina (Val) por
isoleucina (lle), nas posi¢cBes 491 e 885 da cadeia polipeptidica de ATP1A3 durante o
processo de traducdo (Figura 32). Os aminoacidos envolvidos sdo 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.

ATP1A3

NP_506269.1 0.140132 C. elegans
cAd72A=G (RT) 2653 G>A (HT) XP 003436267 10033653 A gamblag.
. . . . W . = s . = %o XP_003316427.10.0771668  P.troglodytes

A C c i T c 2 ¢ 1 g ¢ c 6 NP_571760.2 0.0455666 D. rerio
NP_001120366.1 0.0391413 X. tropicalis
NP_990806.1 0.0211238 G. gallus
XP_005616573.1 0.00202429  C. lupus
XP_002695120.2 0.00202429  B. taurus
NP_659170.1 0.00518263 M. musculus
! M !{ ! f} ! ! ! ! ! ! NP_689509.1 0 H. sapiens
NP_001253401.1 0 M. mulatta
pAS“491 Ser p Va|885"e NP_036638.1 0.00246792 R. novergicus
4 ¥ . = 3
PNDNRY RTVNDLE| ---Homo sapiens 2,
PNDNRY RTVNDLEl - Pan troglodytes g
PNDNRY RTVNDLEl --- Macaca mulatta 42 -
PNDNRY RTVNDLE| -- Canis lupus 2
PNDNRY RTVNDLEl --- Bos taurus 3 |
PNDNRY RTVNDLE| -— Mus musculus 7 |8
PNDNRY RTVNDLE| --- Rattus norvegicus ?%; <
PNDNRY RTINDLEl - Gallus gallus S |3
PNDNRY RSVNDLE| --- Xenopus tropicalis J |3
NNDNRY RAMNDLE| - Danio rerio .
TNDPRY KAVNDLT| --- Drosophila melanogaster @
PSDPRY KAINDLT| --Anopheles gambiae &
- -GDHY RAYNNVLI -— Caenorhabditis elegans Js

Os eletroferogramas acima ilustram as substituic6es dos nucleotideos adenina (pico verde) por guanina
(pico preto) a esquerda, e guanina por adenina a direita. Conforme alinhamento protéico entre diversas
espécies, 0s aminoacidos asparagina e valina nas posi¢des 491 e 885, foram parcialmente conservados
entre vertebrados e mamiferos, respectivamente.

Figura 32. Variantes no gene ATP1A3
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A variante p.Asn491Ser (rs782775696) j& estava descrita no bancos
de dados gnomAD, com frequéncia de 0,02% e foi predita como benigna (Polyphen2,
escore 0.04), tolerada (SIFT, escore 0.605), causadora de doenca (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.Val885lle (rs149600313) com frequéncia de 0,03% no mesmo banco, e
também predita como benigna (Polyphen2, escore 0.05), tolerada (SIFT, escore 0.712),
causadora de doenca (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 patolégico com maior significancia, por envolverem aminoacidos
semelhantes quimicamente e por ndo terem sido preditas como prejudicial a funcéo

proteica, ndo realizamos a analise por modelagem molecular.

3.4.9 PRKRA

€.665C>T:(p.Pro222Leu) e C.795C>A:(p.Ser265Arg).
Respectivamente, a troca do nucleotideo citosina (C) por um timina / uracila (T/U) na
posicdo 665 (éxon7) ou por adenina (A) na posicdo 795 (éxon 8) do RNAm leva a troca
das trincas CCU por CUU e AGC por AGA, alterando os aminoécidos prolina (Pro) por
leucina (Leu) na posicdo 222 e serina (Ser) por arginina (Arg) na posicdo 265 da
proteina PACT, durante o processo de traducéo (Figura 33). Os aminoacidos prolina e
leucina, alterados na posicdo 222, sdo apolares de carga neutra e com tamanho
aproximado (97,12 Da e 113,16 Da), enquanto os aminoacidos serina e arginina,
alterados na posicao 265, sédo 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 ort6logos
nas espécies selecionadas para alinhamento, com excecéo da espécie Gallus gallus. A
prolina no residuo 222 se mostrou conservada em mamiferos e a serina na posi¢ao
265 em tetrapodes.

A variante p.Pro222Leu ja estava descrita como patogénica no
banco de dados ClinVar (rs121434410), com frequéncia de 0,009% no banco de dados
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gnomAD. A variante p.Ser265Arg nao estava descrita em nenhum banco de dados e

nao foi encontrada em 246 cromossomos de controles brasileiros saudaveis.

PRKRA

665 C>T C pomn Do
TR L NP_001082830.1 0.259142  D. rerio
XP_004917795.1 0.234918  X. tropicalis
NP_036001.1 0.00479233 M. Musculus
HM /\ NP_001019951.1 0.00479233 R. novergicus
c.795 C>A NP_001039335.1 0.00776119 B. tiULuSs
] [T R T b
= A = S NP_001247776.1 0 M. mulatta
NP_001266698.1 0.00173611 P. troglodytes
HTec M
p.Pro222Leu p. Ser265Arg
$ : .
RNSPGE| ELSAN --- Homo sapiens 0, 1 ]
RNSPGE| ELSAN --- Pan troglodytes |3
RNSPGE| ELSAN --- Macaca mulatta J@ _
RNSPGE| ELSAN --- Canis lupus v
RNSPGE| ELSAN --- Bos taurus 3 |3
RNSPGE| ELSAN --- Mus musculus 512 |
RNSPGE| ELSAN --- Rattus norvegicus S |z
IRISSGE| ELSVN --- Xenopus tropicalis k3
RNSTGE! ELTVN --- Danio rerio o g
KNATGKI EKTFS --- Drosophila melanogaster 0]
KSRAGK' EKAGN -—- Anopheles gambiae Je
I Regido de interagao | | Motivo ligante de |

| com TARBP2 RNA i

Os eletroferogramas a esquerda ilustram a troca de um nucleotideo citosina (pico azul) por timina (pico
vermelho) na posicdo 665 do RNAm, de forma homozigética (acima) e heterozigética (abaixo). J& a
direita, esta ilustrada a substituicdo de um nucleotideo citosina (pico azul) por adenina (pico verde) em
heterozigose. Essas variantes levam a troca dos amino&cidos prolina (Pro) por leucina (Leu) na posicao
222, e, serina (Ser) por arginina (Arg) na posicao 265, os quais foram conservados entre os mamiferos e
constituem regides funcionais de interacdo da proteina PACT com TARBP2 e RNA.

Figura 33. Variantes no gene PRKRA

A predicdo de patogenicidade dos algoritmos in silico resultaram em
benigna (Polyphen2 escore 0.002), prejudicial (SIFT escore 0.048), causadora de
doenca (MutationTaster escore 0.98), neutra (PROVEAN escore -0.75) e de impacto
moderado (CADD escore 21.5) para a variante p.Pro222Leu. Ja 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).
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Por falta de homologia com estruturas ja elucidadas
experimentalmente, a modelagem molecular para essa proteina nédo foi realizada, uma

vez que somente 46% dos aminoacidos foram alinhados.

3.4.10 CIZ1

Identificamos quatro variantes no gene ClZ1, considerando a
isoforma 6 que € o transcrito mais longo dessa proteina.

A isoforma 6 ndo € expressa no sistema nervoso, somente as
isoformas 1 e 2, que sdo expressas no cérebro, principalmente na substancia negra e
cerebelo (onde a isoforma 2 possui maiores niveis em relagéo a isoforma 1).

Entretanto, devido ao evento de splicing alternativo, as isoformas 1 e
2 diferem da isoforma 6. Nenhuma delas expressa a regido total do éxon 1, parcial do
éxon 2 e total do éxon 13. A isoforma 2 difere da isoforma 1 por ndo expressar parte do
éxon 8 (Figura 34). Portanto, prosseguimos as andlises de patogenicidade somente
para as variantes ¢.1264 C>A (p.GIn422Lys) e ¢.1997 A>G (p.Asp666Gly), que sdo

codificadas nas isoformas 1 e 2, expressas no cérebro.

c.143_163del

Ed EA
p.GIn48_GIn54del p.GIn422Lys p.Asp666Gly
BB 1 02 03 0405 | 00 07 08 | 0920 13| 1233 24| 5 1527 |

¢.143_163del
p.GIn48_GIn54del p.GIn422Lys p.Asp666Gly
DR 03 0405 05 07 08 |09 1011112 8N 10 15 16| 17 15|

¢.143_163del €.1264 C>A
p.GIn48_GIn54del p.GIn422Lys p.Asp666Gly
A 4
RPN | o303 05 05 0712 05 1011 [ 12 B8N 1] 5 | 16 17 13]

Isoforma (ISO). As setas vermelhas indicam as posi¢cfes das variantes nas isoformas correspondentes.
As regides codificadas estéo ilustradas em azul e as regides ndo codificadas estéo ilustradas em cinza.
A nomenclatura das variantes foi baseada na isoforma 1 (NM_012127).

Figura 34. Diferencas no padrédo de expressdo do gene ClIZ1
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€.1354C>A:(p.GIn452Lys) e €.2087A>G:(p.Asp696Gly).
Respectivamente, a troca de uma citosina (C) por uma adenina (A) na posicao 1354
(éxon 8) e a troca de uma adenina (A) por guanina (G) na posi¢cdo 2087 (éxon 12) do
RNAmM levam a troca das trincas CAG por AAG e GAC por GGC, alterando os
aminoacidos glutamina (GIn) por aspartato (Asp) na posicdes 452, e aspartato (Asp)
por Glicina (Gly) na posicdo 696 da proteina ClZ1, durante o processo de traducdo
(Figura 35).

Ciz1

c.1354 C>A (HT) €.2087 A>G (HT)

NP_082688.1 0.0609467 M. musculus
XP_008759936.1 0.0609467 R novergicus
XP_022279473.1 0.130947 C. lupus

XP_005213484.10.120911 B taurus
NP 0012445041 000046545 14 sapons
JAA35555.1 0.00946548 P.troglodytes
p-GIn452Lys p- Asp696Gly

¥ 4

LQLQK MGDLI --- Homo sapiens @7

LQLQK MGDLI --- Pan troglodytes ]g

LQLQK VGDLI --- Macaca mulatta J@

PQLQK MGDLI  -- Canis lupus 5

PLLQK MGDLI - Bos taurus 3

SQKQA VGDLI --- Mus musculus =

SHKQA MGDLI --- Rattus norvegicus

............... T

I Sitio putativo ligante de H
"""""""" -
Acima, os eletroferogramas das variantes ¢.1354C>A (a esquerda) e ¢.2087A>G (a direita), ilustram a
troca dos nucleotideos citosina (pico azul) por adenina (pico verde) e de adenina (pico verde) por
guanina (pico preto), ambos em heterozigose. Abaixo, os trechos das sequéncias de aminoacidos da
proteina foram alinhados com as mesmas sequéncias de diversas espécies, demonstrando que o
aminodcido glutamina (GIn) na posicdo 452, constituinte de uma regido rica em glutaminas, foi
conservado em primatas, enquanto o aminoacido aspartato (Asp) na posi¢cdo 696 foi conservado em
todas as espécies selecionadas.
Figura 35. Variantes no gene ClZ1

Na variante p.GIn452Lys, o0s aminoacidos glutamina e lisina
envolvidos possuem tamanho semelhante (128,14 Da e 128,17 Da), sdo polares mas
possuem cargas diferentes (neutra e positiva). Ja descrita no banco de dados gnomAD
(frequéncia 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).
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JA& na variante p.Asp696Gly, o0s aminoacidos possuem
caracteristicas 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 &
apolar de carga neutra. Além disso, essa variante também estava descrita no banco de
dados gnomAD (frequéncia de 0.0007%) mas foi predita pelos algoritmos in silico como
prejudicial a funcdo 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 conservacao entre as espécies, com sequéncias ortdlogas
somente em mamiferos placentarios (Boreoeutheria). O aminoacido glutamina, na
posicdo 452, constitui uma regido rica em glutamina da proteina e estava conservado
parcialmente entre os mamiferos selecionados. Ja4 o aminoacido aspartato na posi¢ao
696 constitui uma regido ligante de nucleotideo e estava conservado em todas as
espécies de mamiferos selecionadas (Figura 35).

Assim como nos outros genes, analise por modelagem molecular
nao foi possivel, devido a falta de estruturas moldes, elucidadas experimentalmente,

que apresentassem homologia a proteina em questao.

3.4.11 GNAL

€.658G>T:(p.Asp220Tyr). A troca do nucleotideo guanina (G) por
timina / uracila (T/U) na posicao 658 do RNAm leva a troca da trinca GAU por UAU,
alterando os aminoacidos aspartato (Asp) por tirosina (Tyr) na posicéo 220 da proteina
Gaolf, durante o processo de traducdo. Esses aminoacidos envolvidos diferem
guimicamente, onde o aspartato é polar de carga negativa (115,09 Da) e a tirosina é
apolar de carga neutra (163.18 Da) (Figura 36).

GNAL:c.731A>G:(p.Glu244Gly). Da mesma forma, a troca do
nucleotideo adenina (A) por guanina (G) na posicao 731 leva a troca da trinca GAA por
GGA, alterando os aminoé&cidos glutamato (Glu) por glicina (Gly) na posicdo 244.
Nessa variante, 0s aminoacidos envolvidos sdo completamente diferentes, o glutamato,
de tamanho 129,12 Da é polar de carga negativa, enquanto a glicina, de tamanho

57.05 Da € apolar de carga neutra (Figura 36).
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GNAL:c.910G>A:(p.Asp304Asn). Por fim, a troca do nucleotideo
guanina (G) por adenina (A) na posi¢cdo 910 do RNAm leva a troca da trinca GAU por
AAU, alterando os aminoacidos aspartato (Asp) por asparagina (Asn) na posicao 304
(Figura 36). Como na variante anteriormente citada, o aspartato € polar de carga
negativa e tamanho de 115,09 Da e a asparagina é polar de carga neutra com 114,11
Da.

GNAL NP_001007340.1 0.0915238 D. rerio

XP_028693914.1 0.015 M. mulatta
s > ¥ > 3 > np_892023.1 0.00327511 H. sapiens
ESael (HT) S (HT) EE (HT) XP_009431902.1 0.00327511 P.troglodytes
70
NP_001008746.1 0.0277045 G. gallus
: {j i NP_001135669.1 0.0277045 X. tropicalis

2 NP_001178765.1 0.0624077 R. novergicus
p.-Asp220Tyr  p. Glu244Gly  p. Asp304Asn
¥ A 4

U G 6 R A A G A C R G T NP_034437.1 0.00526316 M. musculus
XP_022277347 0.00263158 C. lupus
NP_001096024.1 0.00263158 B. taurus

1

LWDDEG FLgRI CFNDVT. ---Homo sapiens  7@7 7
LWDDEG FLERI CFENDVT. --- Pan troglodytes ]g
LWDDEG FLERI CENDVT. --- Macaca mulatta 4@ .
LWDDEG FLERI CFNDVT. --- Canis lupus v
LWDDEG FLERI CENDVT. --- Bos taurus 3
LWDDEG FLERI CENDVT. --- Mus musculus e §
LWDDEG FLERI CFNDVT. --- Rattus norvegicus %g <
LWDDEG FLERI CFNDVT,. --- Gallus gallus o |3
LWDDDG FLERI CFNDVT. --- Xenopus tropicalis 4 ‘a:
LWDDEG FLERI CFNDVT, --- Danio rerio (Y
| Regido Switch Il |

Acima, os eletroferogramas das variantes c.658G>T, c.731A>G e ¢.910G>A, ilustram a troca dos
nucleotideos guanina (pico preto) por timina (pico vermelho), adenina (pico verde) por guanina (pico
preto) e guanina por adenina, todos em heterozigose. Os trechos das sequéncias de aminoacidos da
proteina GNAL foram alinhados com as mesmas sequéncias de diversas espécies, demonstrando que o
aminodcido aspartato na posi¢do 220 foi conservado em todas as espécies selecionadas, enquanto os
aminodcidos glutamato e aspartato nas posicbes 244 e 304 foram conservados somente nos
vertebrados. O aminoéacido aspartato na posi¢do 304 constitui uma regidao Switch Il da proteina.

Figura 36. Variantes no gene GNAL

Nenhuma das variantes estava descrita nos bancos de dados
consultados, e todas foram preditas como prejudiciais a fungdo proteica, com impacto
forte ou moderado pelas analises 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 0.388, SIFT 0.002, Mutation Taster 0.99, PROVEAN -
3.30 e CADD 25.7. Variante p.Asp304Asn escore: Polyphen2 0.029, SIFT 0.414,
Mutation Taster 0.99, PROVEAN -4.48 e CADD 21.8.
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O gene GNAL se manteve conservado em vertebrados, com
ortélogos nas espécies selecionadas, onde os residuos Asp220, Glu244 e Asp304 se
mantiveram conservados (Figura 36).

Na analise molecular, 81% dos residuos foram modelados com mais
de 90% de confianca. A estrutura molde selecionada foi a c6eg8L, corresponde a
proteina Gas (PDB 6EG8), elucidada recentemente por meio da técnica de difracdo de
raios x, com resolucao de 2.8A.(180)

Os modelos estavam adequados segundo analise de qualidade, sem
nenhuma regido de choque entre cadeias laterais. Conforme analise de
Ramachandran, trés aminodcidos prolina nas posi¢cées 149, 182 e 200 estavam em
regides desfavoraveis da proteina, indicando problemas nas angulacdes desses
residuos.

A proteina Gaolf possui sitios de ligacdo de GTP e magnésio,
regides de interacdo com complexo By (as outras subunidades da proteina G), regides
de interacdo com a proteina efetora adenilato ciclase e com o receptor putativo, além
de regibes que sofrem alteracbes conformacionais mediante ligacdo de GTP. A
estrutura molde utilizada na modelagem foi obtida em seu estado livre de ATP, ou seja,
no estado inativo da proteina G. No seu estado inativo, Gaolf encontra-se ligada ao
receptor e as subunidades By, sem interagir com a proteina adenilato ciclase. Portanto,
0os modelos gerados demonstraram uma maior exposi¢ao dos sitios de interacdo com o
receptor, assim como o sitio ativo ligante de GTP e a regido de interacdo com as
subunidades By. Além disso, a regido Goloco, capaz de manter as subunidades

desassociadas na auséncia de ativacdo também estava exposta (Figura 37).
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Sitios GolLoco

Sitios de interacdo com
Adenilato ciclase

Vista lateral

Vista lateral e inferior da estrutura do modelo selvagem da proteina Gaolf. Os sitios de interagdo com o

receptor putativo (cor magenta), com as subunidades By (cor verde), com a proteina adenilato ciclase
(azul) e do motivo GoLoco (cor ciano) estao destacados.

Figura 37. Regido de intera¢Bes da proteina Gaolf com as subunidades By, com o receptor putativo e a
proteina efetora adenilato ciclase

Conforme ilustrado na figura 38, nos modelos preditos, os sitios

ligantes de GTP constituiram um poro centralizado na proteina Gaolf, dentro do

dominio de interagéo da proteina com o receptor putativo.

Sitios de ligagao

Os sitios ligantes de GTP estéo representados em amarelo nas estruturas em fita (esquerda) e superficie
(direita), demonstrando a formacado de um poro centralizado na proteina (visdo superior do modelo).
Figura 38. Sitios ligantes de GTP na proteina Gaoolf (GNAL)
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Gaolf possui regibes de alteracbes conformacionais mediante sua
ativacdo por GTP. Essas regifes constituem dois loops na porcao superior da proteina
(proximos a regido de interacdo com o receptor) e dois loops na regido inferior da
proteina (proximos a regido de interacdo com as subunidades By quando inativada)
(Figura 39).

Figura 39. Regides de alteracBes conformacionais na proteina Gaolf mediante ativacdo por GTP

Em relacdo ao modelo selvagem, a variante p.Asp220Tyr provocou a
perda de todas as interacfes entre a a-hélice 6, a a-hélice 14 e os loops entre as a-

hélices 13-14 e 3-4 no modelo variante (Figura 40).
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Modelo selvagem Modelo variante p.D220Y

a5
*D220Y
—

O residuo 220 selvagem (a esquerda) e variante p.Asp220Tyr (a direita) esta destacado na cor vermelha.
Estrutura de a-hélice (a) e fita B-pregueada (B) estdo indicadas conforme posicdo sequencial na
estrutura primaria da proteina. As linhas vermelhas indicam ligacdes por pontes de hidrogénio e as setas
verdes indicam os locais de interacdo onde essas pontes foram perdidas.

Figura 40. Consequéncias moleculares na interacdo entre estruturas secundarias no modelo proteico
GNAL com a variante p.Asp220Tyr

Ao analisar as ligacbes entre outras regibes da proteina,
identificamos redes de interacdo mais abrangentes, com alteragbes em comum nos

modelos variantes. Tais redes de interacdo estdo exemplificadas na figura 41.
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* *| B4
A) a5 | To0y
a7 al0
k E244G
al3 Loop (a13-B5) |/1
B5|/1

Loop (B6-al17)

%k D304N

al7 Loop (a9-B4) | /3 A 2

A4

B ) Loop (B2-a8) Loop (a9-B3)

B A1 1 11‘622

llustracdo das redes de interacdo por pontes de hidrogénio entre estruturas secundarias da proteina
Gaolf. As setas indicam interacdo entre as estruturas. a-hélice (a), fita B-pregueada (B). O simbolo
asterisco em vermelho (*) indica as regiées onde estdo localizadas as variantes. O simbolo triangulo
indica a presenca e quantidade de residuos que atuam como sitios de interagédo da proteina Gaolf com o
receptor putativo (cor magenta), com as subunidades By (cor verde), com a proteina adenilato ciclase
(azul), nas regides de altera¢des conformacionais apos ligacdo de GTP (laranja), sitios ativos ligantes de
ATP (cor amarela) e sitios GoLoco (em ciano).

Figura 41. Esquema representativo da interagdo entre as estruturas secundarias da proteina Gaolf

Em relacdo ao modelo proteico selvagem, os trés modelos variantes
perderam a ponte de hidrogénio de interacdo das a-hélices 5 e 7 (Figura 42A). O
modelo D220Y também perdeu as duas ligacdes entre a a-hélice 17 e o loop a9p4

(Figura 42B), enquanto os outros dois modelos perderam somente uma.
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Modelo selvagem Modelo p.D220Y

As regifes de alteracdo conformacional da proteina e de interagdo com o receptor putativo estdo
destacadas (respectivamente, cor laranja e magenta). As setas verdes indicam os locais onde houve
perda de pontes de hidrogénio (linhas vermelhas). Estrutura secundaria a-hélice (a) e B-pregueada (j3).
Figura 42. Perda de interac6es entre as a-hélices e loop da proteina Gaolf

Ao avaliar as ligagOes estabelecidas pela fita 5, identificamos perda
de pelo menos duas pontes de hidrogénio estabelecidas com a a-hélice 10 e o loop a-
17-p6 (Figura 43). Ademais, o0 mesmo modelo perdeu duas interacdes entre os loops

que sofrem alteracdes conformacionais apos ativagédo da proteina (Figura 44).
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Modelo selvagem

loop (a17- B6)

As regibes de alteracdo conformacional da proteina e de interagdo com o0 receptor putativo estdo
destacadas (respectivamente, cor laranja e magenta). As setas verdes indicam os locais onde houve

perda de pontes de hidrogénio (linhas vermelhas). Estrutura secundaria a-hélice (a) e B-pregueada (j3).
Figura 43. Perda de intera¢fes da fita B-pregueada 5 da proteina Goolf

Modelo selvagem

Sitios de interagao com
Adenilato ciclase

Modelo p.D220Y

Sitios de ligagdo
de GTP

As setas verdes indicam os locais onde houve perda de pontes de hidrogénio (linhas vermelhas)
Estrutura secundéria a-hélice (a) e B-pregueada (B).

Figura 44. Perda de interacdes entre loops de alteracdo conformacional apos ativacao da proteina Gaoolf

Os modelos das variantes p.E244G e p.D302N n&o demonstraram
alteracdes nas regibes dos loops que sofrem alteragcdes conformacionais mediante
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ativacdo. Assim como no 220, as interacdes entre a5 e a7 foram perdidas. A ligacao do

a7 - b5 e do loopa9-b4-al17 foram preservadas.

3.4.12 KCTD17

€.337G>A:(p.Glul13Lys) e c.655G>A:(p.Glu219Lys). A troca dos
nucleotideos guanina (G) por adenina (A) na posicdo 337 e 655 do RNAm leva a troca
das trinca GAG por AAG, alterando os aminoacidos glutamato (Glu) por lisina (Lys) nas

posicdes 113 e 219 da proteina KCTD17, durante o processo de traducéo (Figura 45).

KCTD17 XP_004913948.1 0.279376  X. tropicalis

XP_005626277.1 0.257682 C. lupus
XP_005156237.1 0.213641 D. rerio
c.337 G>A HT) c.655 G>A (HT) NP_004937818.2 0.129429 G. gallus
NP_001074836.2 0.0304878 M. musculus
S 32 BN NP_001128001.1 0.0304878 R. novergicus
= =B =R NP_001252736.1 0.0159933 M. mulatta
NP_001269613.1 0 H. sapiens
XP_001160046.1 0 P.troglodytes
NP_001098907.1 0.0360577 B. taurus

p.-Glu113Lys p- Glu219Lys
$ -
EAEFY EQQQQ --Homosapiens 7
EAEFY EQQQQ --- Pan troglodytes :|§
EAEFY EQQQQ -—-Macaca mulatta 47
EAEFY EEQQQ - Canis lupus ong
EAEFY RM--- --Bostaurus 9
EAEFY EQRRQ - Mus musculus 5 |2
EAEFY EQRRQ - Rattus norvegicus % <
EAEEY RM--- -- Gallus gallus o |2
EAEFY ---T- --Xenopus tropicalis | g
EAEFY RM--- ---Danio rerio Y
3 Regiao de ‘:

I
i
| interagdo proteica :

Acima, os eletroferogramas das variantes ¢.337G>A (a esquerda) e ¢.655G>A (a direita), ilustram a troca
dos nucleotideos guanina (pico preto) por adenina (pico verde) nas duas variantes, e em heterozigose.
Os trechos das sequéncias de aminoacidos da proteina KCTD17 foram alinhados com as mesmas
sequéncias de diversas espécies, demonstrando que o aminodcido glutamato (Glu) na posi¢édo 113, o
qual compde uma regido de interagcdo proteica, foi conservado nos vertebrados, enquanto o da posicéo
219 foi parcialmente conservado nos mamiferos.

Figura 45. Variantes no gene KCTD17

Os dois aminoacidos envolvidos sdo polares e semelhantes em
relacdo ao tamanho (129,12 e 128,17 Da), mas possuem cargas distintas (negativa e

positiva). A variante p.Glul13Lys nao foi identificada em nenhum banco de dados e foi
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predita como prejudicial (Polyphen2, escore 0.986; SIFT, escore 0.025; PROVEAN,
escore -3.97), causadora de doenca (MutationTaster, escore 0.99) e de forte impacto
na funcdo proteica (CADD escore 34). Ja a variante p.Glu219Lys foi identificada no
banco de dados gnomAD com frequéncia 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 ja elucidadas
experimentalmente, a modelagem molecular para essa proteina nédo foi realizada, uma

vez que somente 46% dos amino&cidos foram alinhados.

3.4.13 Achados secundarios: MPPE1

A variante c.911C>T resulta na alteracdo do aminoacido treonina por
metionina na posicao 304 da proteina (p.Thr304Met) e esté descrita no banco de dados
GnomAD com frequéncia inferior a 1% (rs73945269). O aminoacido treonina na
posicdo 304 foi conservado em vertebrados e ndo constitui um sitio ativo, porém, fica
entre aminoacidos que atuam como sitios de ligacdo (residuos 303 e 305). Andlises in
silico indicaram essa variante como prejudicial a funcéo protéica (PROVEAN escore-
4.57, SIFT escore 0.001, MutationTaster escore 0.99, Polyphen2 escore 0.994) com
impacto moderado (CADD escore 27).

A variante ¢.1022C>A provoca a substituicdo do aminoacido prolina
por histidina na posicdo 341 da proteina (p.Pro341His), ndo conservada entre as
espécies e que ndo constitui sitios ativos e regido transmembrana. Analises in silico
nao foram concordantes. Foi identificada em um probando com uma variante no gene
ATP1A3 (c.1472A>G / p.Asn491Ser). A filha assintomatica portava a mesma variante
no gene MPPE1 mas néo portava a variante no gene ATP1A3.

Por outro lado, a variante ¢.1189T>A (p.X397Arg) leva a perda do
codon indicar de término de transcrigcdo, conservado em vertebrados, gerando uma
proteina alterada e maior. Essa variante ndo foi encontrada em nenhum banco de
dados populacional e analises in silico ndo foram Gteis na predigdo do seu impacto.

Por fim, a variante c.413G>A (p.Argl38GIn) que também foi

identificada em heterozigose, estava descrita nos bancos de dados genéticos
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(rs11872520) com frequéncia de 0,8%, e foi predita com impacto moderado na fungao
proteica (CADD escore 26.2).

3.5 Caracterizacao fenotipica dos probandos e correlacdo com o genotipo

O fendtipo de cada probando esta detalhado na tabela 3.

Ademais, as analises de patogenicidade de cada variante genética,
assim como a correlacdo com os fenétipos estdo resumidas na tabela 4.

Em relacdo ao probando com a insercdo no gene DDC
(c.568_569insCGATC), cabe citar que embora inicialmente tenha sido relatado
resposta ao tratamento com levodopa, tal resposta ndo se manteve com o passar do

tempo.
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) Idade de Duracéo ] S
p Gene Variante Sexo ] Local de surgimento Distribuicéo HF CS L-DOPA PK MC
surgimento (anos)
1 TOR1A c.488C>T M 25 2 Lingua Focal - D D -
2 €.907_909delGAG M 8 26 Membro superior Generalizada S - N -
3 GCH1 c.439C>T F <2 43 Membro inferior Generalizada - - Sim -
4 C.607G>A F 2 30 Membro inferior Multifocal P - S -
5 TH c.81G>T F 24 1 Membro superior Focal - - D -
6 DDC c.568_569insCGATC F <1 25 Membro superior Generalizada - - S* S
7 C.715A>T F 3 42 Membro superior Multifocal S - N -
8 THAP1 €.289C>T M 10 17 Cervical Segmentar - - D -
9 M 10 15 Membro superior Multifocal S - N -
10 M 18 6 Cervical Generalizada - - D -
1 M 22 2 Membro superior Generalizada - - N -
12 M 5 26 Membro inferior Generalizada - - N -
13 F 45 11 Membro superior Multifocal P D D -
14 ATP1A3 c.1472A>G F 35 21 Cervical Generalizada P - N -
15 PRKRA C.665C>T M 6 28 Laringe Generalizada - - N -
16 F 15 40 Membro superior e Generalizada S D N -
cervical
17 M 8 17 Membro superior Multifocal - S -
18 F 53 Membro superior e Segmentar - - -
cervical

19 M 18 cervical Focal - - -
20 c.795C>A ; 665C>T F Membro inferior Generalizada - - N -

continua...
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...continuacao

21 Clz1 €.1354C>A F 20 32 Membro superior e Generalizada S - D - -
cervical

22 €.2087A>G F 27 3 Cervical Focal - - D - S

23 GNAL €.658G>T F 36 8 Cervical Focal S - D - -

24 c.731A>G F 35 9 Cervical Focal - - D - -

25 KCTD17 c.337G>A F 19 32 Cervical Focal S - D - -

26 TUBB4A €.883G>A ¢.2653G>A M 6 24 Membro superior Generalizada** - - N - -
ATP1A3

27 PRKRA €.665C>T M 25 17 Membro superior Segmentar P - N - -
KCTD17 C.655G>A

28 SGCE c.584G>A F 36 7 Cervical Focal - D D - -

GNAL €.910G>A

Probando (coluna P). Histéria Familiar (HF): Nao (-), Sim (S), Possivel (P). Consanguinidade (CS): Nao (-), Sim (S), Desconhecido (D). Resposta a levodopa (L-
DOPA): Sim (S), Nao (N), Desconhecida (D). Parkinsonismo (PK): N&o (-), Sim (S). Mioclonia (MC): Nao (-), Sim (S). *Resposta parcial & levodopa.
**Generalizada com envolvimento da laringe.
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) ) Variante Propriedades Grau de Bancos de Dominio ) Analises in  Correlagao
GENE Variante gendmica Descricao
proteica guimicas conservagao dados funcional silico fenotipo
c.488C>T p.Alal63Val Similares Parcial 0,08 Sim Incerta Discordantes Sim®
TORIA €.907_909delGAG p.Glu303del - Alto 0,01 - Patogénica - Sim
TUBB4A  ¢.883G>A p.Asp295Asn Diferentes Alto - N&o - Patogénica Sim
€.439C>T p.Prol47Ser Diferentes Alto - Sim - Patogénica Sim
eehl c.607G>A p.Gly203Arg Diferentes Alto - N&o Patogénica Patogénica Sim
TH c.81G>T p.Glu27Asp Similares Baixo 0,17 N&o - Benigna® N&o
¢.568 _569insCGATC  p.GIn190Profs*3 - Alto - - - - Sim
bbe C.715A>T p.Met239Leu Similares Baixo - N&o - Benigna N&o
THAP1 €.289C>T p.GIn97* - - - - Patogénica Patogénica Sim®
SGCE c.584G>A p.Argl95His Similares Alto 0,03 N&o - Discordantes N&o
c.1472A>G p.Asn491Ser Similares Parcial 0,02 N&o - Benigno N&o
ATP1A3 C.2653G>A p.Val885lle Similares Parcial 0,2 Nao Provavelmente Benigno Nao
Benigna
PRKRA C.665C>T p.Pro222Leu Similares Parcial 0,009 Sim Patogénica Patogénica Sim
C.795C>A p.Ser265Arg Diferentes Parcial - Sim - Patogénica Sim
ciz1 €.1354C>A p.GIn452Lys Diferentes Parcial 0,009 Sim - Benigna Sim
c.2087A>G p.Asp696Gly Diferentes Parcial 0,0007 Sim - Patogénica Sim
€.658G>T p.Asp220Tyr Diferentes Alto - N&o - Patogénica Sim
GNAL c.731A>G p.Glu244Gly Diferentes Parcial - N&o - Patogénica Sim
€.910G>A p.Asp304Asn Diferentes Parcial - Sim - Patogénica Sim
KCTD17 c.337G>A p.Glul13Lys Diferentes Parcial 0,08 Sim - Patogénica Sim
€.655G>A p.Glu219Lys Diferentes Baixo 0,08 N&o - Benigna® N&o®

 Pela maioria dos algoritmos / °- A maioria das caracteristicas / °- o fenétipo correlacionou com o gene PRKRA onde o probando possui variante patogénica
em homozigose. Grau de conservacdo: Alto: eucariotos; Parcial: vertebrados ou mamiferos; Baixo: primatas e nenhum. Descricdo conforme estudos ja
publicados com a mesma variante ou pelo ClinVar.
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Conforme detalhado anteriormente, apds anélises de patogenicidade
e correlacdo com o fenétipo, ndo identificamos evidéncias 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 patogénicas estavam presentes em 25 probandos (16%), as quais

estao distribuidas por faixa etaria na figura 46.

n=9 n=7

TORIA n=5 TOR1A
TUBB4A

THAP1
PRKRA n=2

THAP1
GNAL (n=3) PRKRA

THAP1

n=2 GCH1
GCH1 THAP1 (n=3)

@ PRKRA (n=3)
Parkinsonismo DDC

PRKRA (n=2)
ciz1
KCTD17

Mioclonia y
b ; ;ase aaul;; _. ATP1A3 — Fase adulta:
= Segunda™— ~Adolescéncia- = inicial 48
infancia — = (13-20) —

— (21-40)

N,  Zp
= Primeira '

IDADE DE SURGIMENTO DOS SINTOMAS

[ CASOS QUE PERMANECERAM IDIOPATICOS ]
. | g .......... n =32 .......... 3
g (RMOTONLIONES : i Parkinsonismo (1) i
i g n =44 ..........
g Mioclonia (1) : : o
_ Parkinsonismo (1)  : Parklnso i (2 )
\ )
SEXO HISTORIA Y DISTRIBUICAO [ PI:RKINSONISMO ]
Homens = 44 w Generalizada = 22 n=4
Mulheres = 81 Positiva = 8 Multifocal = 7
Possivel = 14 Segmentar = 48 MIOCLONIA
Desconhecida = 4 Focal = 48 n=4
Negativa = 99

N (quantidade de probandos). Em vermelho estdo ilustrados os genes com variantes potencialmente
patogénicas e em verde estdo 0s genes com variantes sem evidéncias de patogenicidade suficientes.
Abaixo estao descritas as caracteristicas fenotipicas dos probandos que permaneceram idiopaticos.
Figura 46. Distribuicdo das variantes genéticas potencialmente patogénicas e dos casos que
permaneceram idiopaticos por faixa etaria
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Além disso, variantes no gene MPPE1 (gene que néo esta 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 5).

Tabela 5. Caracteristicas clinicas dos probandos com variantes no gene MPPE1

Idade de Local de Duracéo da
P Variante Sexo surgimento . distonia Distribuicéo
surgimento
(anos) (anos)
1 c¢.911C>T F 58 Oromandibular 4 Oromandibular e
p.Thr304Met Cervical
2 c.9l1l1C>T F 20 Cervical e 48 Cervical e membro
p.Thr304Met membro inferior inferior
3 c¢.1022C>A F 35 Cervical 21 Tronco e
p.Pro341His oromandibular
4  c.413G>A F 40 Cervical 10 Cervical
p.Arg138Gin
5 ¢.1189T>A F 7 Cervical 39 Cervical e todos os
p.X397Arg membros

P (Probando).

3.6 Prevaléncia de cada causa genética

A prevaléncia de cada causa genética esta descrita na tabela 6 e

ilustrada na figura 47. Além dos casos investigados aqui, consideramos 0s casos com

diagndstico genético prévio a realizacdo desse estudo (n=23), com variantes genéticas

potencialmente patogénicas identificadas através do método de sequenciamento

Sanger.(120:169)

® ¢

Quantidade de probandos afetados (n).

« = CIz1
\ = TUBB4A

T

Figura 47. Frequéncia de cada causa genética de distonia no grupo amostral

Genes

= THAP1
= GCH1
= PRKRA
TOR1A
= GNAL

uTH

= DDC

= SGCE
u KCTD17

n=1
(por gene)
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Tabela 6. Frequéncia total de cada causa genética conforme método de identificacdo

Gene Método Total afetados
Sanger NGS n(%)
TOR1A 3 2 5(2,84)
TUBB4A - 1 1(0,56)
GCH1 7 2 9(5,11)
TH 1 - 1(0,56)
DDC - 1 1(0,56)
THAP1 10(120) 5 15(8,52)
SGCE 1 -
PRKRA - 6 6(3,4)
Clz1 - 2 2(1,13)
GNAL 1(160) 3 4(2,27)
KCTD17 - 1 1(0,56)
Subtotal 23 23 46(26,13)
Idiopaticos 130(73,86)
TOTAL 23 23 176(100)

*Considerando um total de 176 probandos (153 investigados pelo método de NGS somados com
23 probandos investigados previamente a realizagao desse estudo).

Dos 130 probandos que permaneceram classificados como
idiopéticos, cinco possuiam variantes genéticas que ndo demonstraram evidéncias de
patogenicidade (genes TH, =1, DDC=1, KCTD17=1 e ATP1A3=2).
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4 DISCUSSAO

Nesse estudo, variantes genéticas potencialmente patogénicas
foram identificadas em 25 dos 153 individuos com distonia idiopatica. Embora grande
parte da amostra seja composta por individuos com distonia de surgimento na fase
adulta, a maioria das variantes foram identificadas na infancia, adolescéncia e fase
adulta inicial, indicando que hoje, analises genéticas por painel sdo mais Uteis no
diagnoéstico de distonia com inicio precoce. A seguir, discutimos o impacto de cada

variante na fungdo proteica e no fendtipo 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 diagndstico prévio, 2,8% dos casos recrutados pela rede RBED possuem distonia
causada por variantes nesse gene (5 afetados / 176 total investigados).

A delecado patogénica ¢.907_909delGAG / p.Glu303del no éxon 5, ja
esta descrita na literatura como patogénica e frequentemente € relatada em distonia
DYT-TOR1A, na qual contribui para aproximadamente 50% dos casos.!"®" No presente
estudo, essa variante foi encontrada em um probando com fendtipo caracteristico de
DYT-TOR1A.®'82) Mediante relato de histéria familiar positiva, a mesma variante foi
confirmada na irma do probando com fendtipo semelhante.

Apesar de nédo alterar a matriz de leitura da proteina, a delecdo do
acido glutamico (Glu) estd em uma posicéo conservada entre as espécies e foi predita
como prejudicial a funcdo proteica por todos os algoritmos de analises computacionais
in silico. O residuo 303 esta localizado na regido C-terminal da proteina torsina A, onde
ela interage com KLC1, uma cadeia de subunidade da proteina cinesina |. Essa
interacdo esta relacionada com o transporte anterogrado mediado por cinesinas,
realizado via citoesqueleto neuronal e como chaperona, também pode regular a
atividade da cinesina e a ligacdo da carga a ser transportada (via KLC1).® O modelo
proteico variante demonstrou perda de pontes de hidrogénio de interacdo entre

dominios e alteracdo na conformacdo de uma regido de loop, que podem estar
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relacionados com a deficiéncia de ativacdo dessa proteina via LULL1, conforme
demonstrado experimentalmente.('8%

Embora o mecanismo fisiopatolégico envolvido em DYT-TOR1A
ainda ndo esteja totalmente elucidado, estudos funcionais e modelos animais indicam
que a variante p.Glu303del é patogénica, afetando diversos processos nos neuronios
dopaminérgicos da SNpc e cerebelo, com niveis mais altos de expresséo da proteina
alterada em relacdo a selvagem nessas estruturas.'® Os processos comprometidos
envolvem endocitose de vesiculas sinapticas,® funcionamento do envelope nuclear
em relacdo citoesqueleto (adquirindo associacdo mais forte & proteina SYNE),®V
formacdo de inclusdes perinucleares,®® alteracdes na atividade estriatal, defeitos na
liberagdo de dopamina e perturbacéo de vias cerebelares e hipocampais. 4"

Outra variante identificada foi a ¢.488C>T / p.(Alal63Val) no éxon 3,
em um homem com surgimento dos sintomas na lingua aos 25 anos de idade,
persistindo na forma focal por 2 anos (até o momento da avaliacdo clinica). Os
sintomas ocorrem mediante uso de instrumento musical (trombone), relacionado com a
atuacdo musical profissional do probando, que nédo possui histéria de distonia na
familia. Essa variante est4 descrita em todos os bancos de dados populacionais, mas
com frequéncia inferior a 0,1%, seu impacto na funcéo proteica esta classificado como
“‘incerto” (segundo o banco de dados ClinvVar) e ambos os aminoacidos envolvidos
possuem caracteristicas semelhantes.

Em primeira analise, a variante p.(Alal63Val) parece ndo impactar a
funcdo de torsina 1A e ndo estar relacionada com o fenétipo DYT-TOR1A. Porém,
embora as analises in silico ndo tenham sido concordantes e o aminoacido alterado
seja parcialmente conservado ao longo das espécies, a variante causa alteracées nas
ligacbes e interacbes dos aminoacidos adjacentes ao alterado, segundo modelo
proteico, e afeta uma regido de interacdo com a proteina SNAPIN. SNAPIN e torsina
1A estdo co-localizadas em granulos secretérios de neuritos e atuam na maturacao,
liberacdo e recuperagdo de vesiculas sinpticas. A auséncia de SNAPIN e de sua
interacdo com torsina 1A levam a alteracdo no processo exo-endocitico e consequente
reducado no processo de reciclagem vesicular.®®

Além disso, analises de variantes em TOR1A sugerem uma
correlacdo gendtipo-fendtipo, com desenvolvimento mais tardio e menos grave em
casos onde a variante ndo é a delGAG no éxon 5.%) A p.(Ala163Vval) e outras

variantes que afetam a mesma regido proteica parecem estar relacionadas com
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distonia focal de surgimento tardio, geralmente desencadeada por fatores externos,
COMO O UuSO excessivo de um grupamento muscular. Em outro estudo, a mesma
variante foi identificada em um homem com surgimento de distonia na mao aos 26
anos de idade (permanecendo focal por 20 anos) e historia familiar positiva, mas sem
segregacao familiar. Outras variantes foram identificadas em casos de surgimento
tardio que permaneceram na forma estatica por anos,®" inclusive uma variante
afetando o mesmo dominio proteico (p.F2051) em um caso de distonia focal
(oromandibular) de surgimento tardio (47 anos), historia familiar negativa e boa
resposta ao tratamento com anticolinérgicos, no qual verificou-se agregados proteicos

mal-formados no meio intracelular (inclusdes 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 histdria familiar, com surgimento da distonia no membro superior direito
aos 6 anos de idade, generalizacdo dos sintomas ao longo de 24 anos, marcante
envolvimento laringeo e disfonia, sem resposta satisfatéria ao tratamento farmacoldgico
(levodopa, benzodiazepinicos e anticolinérgicos) e a aplicacdo de toxina botulinica.
Exceto pelo surgimento precoce dos sintomas, 0 caso reportado nesse estudo possui
fenétipo semelhante aos reportados em outros estudos. 18"

Como a mesma variante foi confirmada no pai, em duas tias e no
irméo do probando, todos assintomaticos, devemos considerar duas possiveis
situacgdes: 1. A variante em questdo néo esta relacionada com distonia, e nesse caso, a
correlacdo com o fendtipo de distonia e disfonia sussurante teria sido ao acaso, ou 2.
Em DYT-TUBB4A ha penetrancia reduzida ou influéncia de polimorfismos de protecéo
ou susceptibilidade em relacdo a expressdo dos sinais e sintomas clinicos, como
descrito em DYT-TOR1A. Ocasionalmente, uma variante de origem materna no gene
ATP1A3 (p.Val885lle) foi identificada no mesmo probando, assim como em seu irmao
assintomatico. Essa variante ndo atingiu nenhum dos critérios de patogenicidade
avaliados nesse estudo, embora possa ser um fator de risco. At¢é o momento do

recrutamento, o irmao do probando, com 30 anos de idade, era assintomatico.
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Entretanto, deve ser considerado que na maioria dos casos TUBB4A ja descritos a
idade de inicio dos sintomas foi na fase adulta (dos 13 aos 37 anos de idade).®':82187)
Segundo comparacdo de modelos proteicos, a variante em questao
afeta regifes de interacdo entre dominios, devido a perda de pontes de ligacao entre
eles, prejudicando as alteragbes conformacionais necessérias mediante ativacdo e
oligomerizacdo e o nivel de interacdo de alguns sitios de ligacdo. A interacdo correta
entre residuos pertencentes a diferentes dominios da proteina é essencial para a
estabilidade do mondmero e do sitio ligante de GTP/GDP, assim como para a dinamica
entre os dominios N-terminal e intermediario apds hidrélise do GTP e despolimerizacdo
do microtubulo."® Portanto, a perda dessas pontes de interacéo (como observado no
modelo D295N) pode contribuir para a desestabilizacdo da beta-tubulina mediante

ativacao e oligomerizacao.

4.3 GCH1

Variantes heterozigoéticas foram identificadas no gene GCH1 de 2
probandos com distonia dopa-responsiva, mas sem sinais de parkinsonismo. Essas
variantes nao estavam descritas em bancos de dados populacionais e foram preditas
como prejudiciais a funcao proteica por todos os algoritmos in silico.

A variante ¢.439C>T / p.(Prol47Ser) no éxon 2, estd descrita na
base de dados do dbSNP, mas néo relacionada com distonia. Essa variante provoca a
substituicdo de um aminoacido apolar por um polar, em uma posi¢cdo conservada da
proteina e afeta um sitio ligante de polipeptideos (interface homodecamer),!'8®
comprometendo a interagdo com outras proteinas, desestabilizando a estrutura central
da proteina GTP ciclohidrolase | e interferindo na exposicao de sitios ligantes de GTP,
segundo o modelo proteico.

Ja a variante ¢.607G>A / p.Gly203Arg no éxon 5 ndo afeta nenhum
dominio diretamente, porém, devido as diferencas fisico-quimicas dos aminoéacidos
envolvidos, essa variante também desestabiliza o arcabouco central da proteina,
podendo comprometer a atuacdo dos seus sitios ativos expostos, conforme observado
nos modelos moleculares preditos. Além disso, essa variante ja foi descrita em outros
casos de distonia dopa-responsiva, sendo classificada como “patogénica” segundo o

banco de dados Clinvar.('8%
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Considerando o fenétipo de distonia dopa-responsiva dos probandos
e as analises de patogenicidade realizadas, ficou evidenciado o comprometimento
parcial da funcdo da enzima GTP ciclohidrolase | na sintese de dopamina (devido a
heterozigose dos casos). A diminuicdo de dopamina nos ndcleos da base, em especial
no estriado, pode ter gerado um desequilibrio das vias direta e indireta do movimento,
atrasando os comandos enviados pela via direta (devido a diminuicdo da excitagédo
dessa via) e acelerando os comandos enviados pela via indireta (devido a auséncia do
efeito retardante via receptores D2). Como o quadro resultando dessa deficiéncia de
dopamina seria contrario ao de hipercinesia, podemos especular o envolvimento dos
mecanismos de compensacéo e feedback estriatal, aumentando a entrada excitatéria
nesse nucleo, gerando movimentos exacerbados. A melhora dos sintomas apoés
administracdo de levodopa € correspondente a restauracdo do equilibrio entre as vias

do movimento.

4.4 TH

Diversas evidéncias apontam para a nao-patogenicidade da variante
c.81G>T / p.(Glu27Asp). Primeiro, DYT-TH € uma causa autossdmica recessiva, onde
geralmente, portadores heterozig6ticos como nesse caso, sdo assintomaticos. Além
disso, a variante envolve aminoacidos bioguimicamente similares (ambos sé@o polares
carregados negativamente), ndo afeta nenhum dominio ou sitio funcional descrito, esta
em uma regido ndo conservada entre as espécies e foi predita como neutra pela
maioria dos algoritmos in silico. Ndo houve correlacédo gendtipo-fenétipo, foi identificada
em uma mulher, sem histéria familiar, com distonia focal no membro superior direito, de
surgimento aos 24 anos e de forma estatica por 1 ano. Nao foram observados sinais de

parkinsonismo e o tratamento com levodopa nao foi informado.

4.5 DDC

No gene DDC, identificamos duas variantes, a substituicdo
C.715A>T:p.(Met239Leu) e uma insercdo de 5 nucleotideos ¢.568 569insCGATC
(p.GIn190Profs*3).
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A variante c.715A>T /| p.(Met239Leu) afeta uma regido néo
conservada da proteina dopa descarboxilase e troca aminoacidos com propriedades
semelhantes, ambos sdo apolares de carga neutra. Embora o probando tenha histéria
familiar de distonia, as analises in silico ndo indicaram quaisquer indicios de
patogenicidade da variante e ndo foram observadas quaisquer alteracdes no modelo
proteico com a variante. Considerando os resultados de patogenicidade e o fenotipo,
nao foi possivel relacionar essa variante com a distonia no probando.

Em contrapartida, a variante ¢.568 569insCGATC p.(GIn190Profs*3)
foi identificada em um probando com distonia-parkinsonismo, de surgimento nos
membros durante a infancia e generalizacdo. Essa variante resulta em uma proteina
menor, com 50% de seus aminoacidos ausentes, afetando o dominio descarboxilase e
perdendo sitios ligantes de fosfato.

Variantes autossdmicas recessivas estao relacionadas com o quadro
de deficiéncia de descarboxilase, com fenoétipo mais grave que envolve outras
desordens motoras e casos onde distonia € a principal caracteristica clinica também

190,191

foram reportados. ) No caso dessa variante, somente andlise funcional da proteina

alterada seré capaz de evidenciar o grau de comprometimento da fungéo proteica.

4.6 THAP1

Uma variante ja descrita como patogénica no Brasil'?®1%? foj

identificada em heterozigose em seis individuos do nosso grupo amostral (3,92%).

No estudo onde a variante ¢.289C>T / p.GIn97* foi descrita pela
primeira vez,!"%? os portadores tiveram o surgimento de distonia entre 6 e 22 anos, nos
membros ou regido cranio-cervical com progressdo para as formas segmentar e
generalizada. Nos probandos investigados aqui, o fenétipo 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 regido cervical (2) ou membros (4), seguido de
expansao para multifocal (3) ou generalizada (3).

O codon indicar de término da transcricdo formado no comego do
éxon 3 nao afeta o dominio dedo de zinco mas leva a perda da regido Pro-rich (regido
envolvida na formacédo de homodimeros), e perda da sequéncia de localizacéo nuclear

(NSL — Nuclear Signal Localization), afetando a funcdo de THAP1 em ligar-se a
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sequéncias especificas de DNA, reprimindo ou ativando processos de

(118193) Além disso, assim como essa variante, mutacdes de truncamento

transcrigao.
levam a perda da sequéncia de localizacdo nuclear, alterando a localizacdo subcelular
de THAP1 do nucleo para o citoplasma, caracterizando a disfuncédo dessa proteina no

local de ac&o necessario.!"*"

4.7 SGCE

O gene SGCE codifica uma proteina da familia sarcoglicana,
proteinas transmembrana componentes do complexo distrofina-glicoproteina, que atua
na ligacdo do citoesqueleto de actina a matriz extracelular, localizada no complexo de
Golgi e na membrana plasmética.

A variante SGCE c¢.584G>A / p.(Argl95His) esta em uma regiao
ndo-membrana, na face extracelular e ndo afeta o dominio caderina. Embora tenha
baixa frequéncia nos bancos de dados populacionais, esteja em uma regido
conservada entre as espécies e tenha sido predita como prejudicial a fungéo proteica
pela maioria dos algoritmos in silico, ndo correlacionou com o fenétipo. O fenétipo foi
condizente com a outra variante identificada no gene GNAL do mesmo probando, com
distonia focal estatica na regido cervical de surgimento tardio e sem mioclonia. Além
disso, essa variante pode nao ter influéncia no fenotipo devido a baixa penetrancia de
variantes SGCE."®

4.8 ClZ1

Em nossa amostra, identificamos 4 variantes em CIZ1, das quais
somente duas afetam isoformas expressas no cérebro.

A variante c.1354 C>A / p.(GIn452Lys) foi identificada em uma
mulher com surgimento da distonia na regido cervical e membros aos 20 anos, com
generalizacdo ao longo de 32 anos. Histéria familiar foi reportada no sobrinho com
surgimento dos sintomas aos 4 anos e, possivelmente, na avo paterna. O material
biolégico dos familiares ndo estava disponivel para analise. Essa variante envolve
aminoacidos similares bioquimicamente, afeta uma regido rica em glutamina, mas
pouco conservada da proteina e ndo mostrou resultados concordantes na analise in

silico.



103

A outra variante, c. 2087A>G / p.(Asp696Gly) afeta somente a
isoforma 1 de CIZ1, expressa em menores niveis na substancia negra e no cerebelo
em relacédo a isoforma 2.%® Foi identificada em uma mulher sem histéria familiar, com
surgimento dos sintomas aos 27 anos na regido cervical, de forma estatica e associada
com mioclonia nos membros superiores. Predita como prejudicial a funcédo proteica, a
troca de um aminoacido polar por um apolar ocorreu em uma posi¢cado conservada da
proteina, que constitui um sitio ligante de &acido nucléico, com atuacdo no
reconhecimento de DNA.

O mecanismo de atuacdo da proteina CIZ1 no sistema nervoso
central e seu papel fisiopatologico na distonia ainda ndo esta elucidado, o que dificulta
a realizacdo de estudos funcionais determinantes. Assim como nesse estudo, 0s
estudos anteriores que identificaram variantes nesse gene em individuos com distonia
se basearam na conservacdo do aminoacido entre as espécies e em analises in silico
para avaliar o impacto da variante na funcdo proteica. A proteina CIZ1 em sua
totalidade possui menor grau de conservacao entre as espécies, o que interfere no
resultado das andlises in silico e deve ser considerado na incerteza de sua
classificagdo como benigna ou neutra. Nos dois casos identificados nesse estudo
houve correlacdo do gendtipo observado com o fenétipo descrito de distonia cervical

com surgimento na fase adulta.®®

4.9 GNAL

Com fendtipo muito caracteristico dessa causa, identificamos 3
variantes nesse gene, uma em cada probando. As afetadas sdo mulheres, que tiveram
surgimento dos sintomas entre 35 e 36 anos de idade, na regido cervical,
permanecendo focal em duas. Histéria familiar positiva foi relatada somente em um
caso.

Nenhuma das variantes foram descritas em individuos com distonia
e nem em bancos de dados populacionais. As variantes ¢.658G>T / p.(Asp220Tyr) e
c.731A>G / p.(Glu244Gly) foram preditas como patogénica, estdo em regifes
conservadas da proteina, e mesmo nédo afetando diretamente nenhum dominio ou sitio
funcional, estdo muito proxima de tais regibes como a GolLoco, responsavel por

associar ou néo as subunidades da proteina G mediante ativagéo.!"®
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J& a variante c.910G>A / p.(Asp304Asn) altera o ultimo amino&cido
da regido Switch Il da proteina Gaolf (regido de loop que sofre alteracdo

196.197) além de estar préxima aos sitios de

conformacional apés ligacdo de GTP),
interacdo com as subunidades beta e gama, com a proteina adenilato ciclase e
também ao sitio de ligagdo GoLoco.

Andlise dos modelos proteicos preditos indicou comprometimento
das interacfes entre estruturas secundarias da proteina Gaolf, inclusive em regides
gue compdem o nucleo de ativacdo (ligante de GTP) e regides que sofrem alteracdes
conformacionais ap0s essa ativacao. Tais alterac6es podem interferir na atuacdo dessa
proteina no processo de transducdo de sinal que ocorre em neurdnios estriatais,
desequilibrando as vias do movimento.

Além das variantes no gene GNAL, variantes no gene MPPE1 (nédo
descrito para distonia) também foram identificadas, uma vez que os dois genes se
sobrep6em na mesma regido gendémica. O gene MPPELl (também conhecido por
PGAP5) possui 4 isoformas, das quais a isoforma 1 € a mais longa, com 396
aminoacidos em seu produto proteico. Esse gene codifica a proteina transmembrana
metalofosfoesterase |, com expressao no sistema nervoso central, principalmente, em
estruturas envolvidas na circuitaria motora como o nucleo caudado, a substancia negra
e o talamo. A proteina metalofosfoesterase | atua no transporte de proteinas ancoradas
ao reticulo endoplasmatico, que sado direcionadas ao complexo de Golgi para
expressao na superficie celular.!'981%9)

Somente por meio desse estudo, mesmo com a posterior
investigacdo em todos os individuos com histéria familiar do banco RBED, ndo foi
possivel estabelecer uma relacdo causal entre variantes no gene MPPEL e distonia,
porém, cabe destacar que, em sua maioria, as variantes foram preditas como
patogénicas e o fenotipo dos probandos envolvidos foi de acometimento cervical e
surgimento tardio dos sintomas. No probando com a variante ¢.1189T>A (p.X397Arg),
que leva a perda de um cédon de parada de transcrigdo, o fenétipo foi mais grave, com

inicio dos sintomas na infancia e generalizacéo.
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4.10 ATP1A3

Aparentemente, as variantes c¢.1472A>G / p.(Asn491Ser) e
€.2653G>A / p.(val885lle) identificadas no gene ATP1A3 nao possuem efeito
patogénico. Nenhuma das duas altera as propriedades bioquimicas dos aminoacidos
envolvidos e nem afetam dominios funcionais e regides transmembrana. As regifes
acometidas sdo parcialmente conservadas entre as espécies e foram preditas como
neutras pela maioria dos algoritmos in silico.

N&do houve correlagdo do gendtipo com o fenétipo. A variante
p.(Asn491Ser) foi identificada em uma mulher com surgimento da distonia na regido
cervical aos 35 anos de idade, generalizando ao longo de 21 anos. A variante
p.(Val885lle), por sua vez, foi identificada em um individuo que ja possui variante e
fenotipo 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
patolégica c.665C>T / p.Pro222Leu estava presente em seis individuos em padrao
homozigoto, conforme reportado previamente em casos DYT-PRKRA. (74:200-202)

PRKRA codifica a proteina PACT. Normalmente, PACT é inibida
pela proteina ligante de RNA TRBP e, em condicdes de estresse, se dissocia de TRBP
e ativa PKR para inibicdo da sintese proteica.!"®® Estudos funcionais demonstraram
que a mutacédo c.665C>T altera a afinidade de PACT, e mediante estresse celular, a
proteina alterada leva mais tempo para de dissociar de TRBP e causa uma maior
ativacdo de PKR, atrasando e amplificando a resposta intracelular ao estresse.("¥")

Em um dnico probando, identificamos uma heterozigose composta
pela mesma variante patogénica c.665C>T / p.Pro222Leu no éxon 7 somada a uma
nova variante no éxon 8, c.795C>A / p.(Ser265Arg). Essa alteracdo ocorre em uma
regido conservada do dominio 3 na proteina PACT. N&o estava descrita nos bancos de
dados populacionais, néo foi encontrada em 246 cromossomos de controles brasileiros

saudaveis e foi predita como deletéria pela maioria das analises in silico. Estudos in
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vitro mostraram que a alteracdo de varios residuos nessa regidao, incluindo o residuo
265, impedem PACT de se ligar e ativar a proteina PRK.!"*®

Exceto pela auséncia de parkinsonismo (reportada também por
outros estudos), a maioria dos probandos apresentou fenétipo semelhante aos outros
estudos descritos previamente, com distonia precoce de surgimento focal seguida por
generalizagao e sem resposta ao tratamento anticolinérgico e

dopaminérgico. (4 134201:202)

Como particularidades fenotipicas observadas, ha
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 a
progressdo dos sintomas, ndo houve progressdo em um probando com distonia focal,
porém, ndo € possivel afirmar padrdo estatico devido ao curto periodo de
acompanhamento. Em contrapartida, outro probando permaneceu na forma segmentar
17 anos apoés o surgimento dos sintomas, sem progressao para a forma generalizada.
Membros afetados das familias reportadas anteriormente (da
Polbnia, Italia e Brasil) que portavam a mutacdo ¢.665C>T, compartilhavam um trecho
de marcadores homozigotos idénticos nas imediagdes do gene PRKRA , sugerindo um
possivel efeito fundador nesses casos.’*?°"2%2 Como membros da familia dos
probandos incluidos nesse estudo ndo estavam disponiveis para avaliagdo, para
verificar se a variante c.665C>T em homozigose originou de ancestral comum aos
probandos, investigamos 4 variantes polimérficas (rs3997879, rs3997878, rs3997877 e
rs150679361) na regido 3’ UTR e uma insercéo frequente (rs150523431), cobertas pelo
mesmo painel de sequenciamento. Dois dos seis probandos possuiam marcadores
heterozigéticos nessa regido, somados a um terceiro probando de etnia japonesa e néao
miscigenada, sugerindo pelo menos trés eventos independentes dessa variante na

populacao brasileira (Tabela 7).



Tabela 7. Gendétipos de marcadores polimorficos na regido gendmica do PRKRA
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Probandos / Genotipos

Chr 2 Posicdo IDsnv/ins MAF Ref. 4 7
179296511 rs3997879 0.2136 G G A G A G G G G G G G G G G
179296626 rs3997878 0.2138 C C T C T c C c C c C c C Cc C
179296666 rs3997877 0.2136 A A G A G A A A A A A A A A A
179296971 rs150679361 0.007644 G G G G G G G G G G G G G G T
*179300991 rs121434410 0.00009905 C T T T T T T T T T T T T C T
179312440 rs150523431 0.3020 G GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC GTAC G GTAC

*€.665C>T (p.P222L); MAF = menor frequéncia alélica (minor allele frequency) conforme banco de dados gnomAD (consulta realizada em Julho/2019). As
regides de heterozigose estédo destacadas.
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4.12 KCTD17

Duas variantes foram identificadas no gene KCTD17, uma em cada
probando. A variante c¢.337G>A / p.(Glull3Lys) esta localizada em uma regido
conservada da proteina KCTD17, dentro de um dominio de interacdo proteica e

s.@%%%) N30 esta descrita

responsavel pela montagem de canais tetraméricos funcionai
em nenhum dos bancos de dados e foi predita como prejudicial a funcao proteica por
todos os algoritmos in silico. O fenétipo do probando avaliado nesse estudo compartilha
do mesmo fenotipo isolado descrito no estudo inicial, portador da variante p.Argl45His.
Ambos sd8o do sexo feminino, com inicio dos sintomas na fase adulta
(aproximadamente aos 20 anos), com acometimento da regido cervical de forma
estatica por mais de 20 anos, histéria familiar positiva e sem sinais de mioclonia."®

Por outro lado, a variante c. 655G>A / p.(Glu219Lys) parece nao
estar relacionada com distonia, uma vez que ndo afeta nenhum dominio ou sitio
funcional, esta em uma regido ndo conservada da proteina e, principalmente, porque o
probando ja possui uma variante homozig6tica patolégica no gene PRKRA com

fenotipo caracteristico dessa causa.

4.13 LimitacOes do estudo

Como limitacbes desse estudo podemos destacar que os dados
clinicos dos probandos investigados foram coletados no momento do recrutamento, 0s
quais podem ter variado ao longo do tempo, podendo eventualmente nao refletir o atual
quadro fenotipico, muito embora a maioria continue em acompanhamento clinico nos
centros de recrutamento. Ademais, alguns dados coletados (como por exemplo, local e
idade de surgimento dos sintomas) podem ter viés de memdéria e familiares nao
estavam disponiveis para analise em todos 0s casos.

Cabe destacar que, mesmo com as analises in silico realizadas
nesse estudo, somente estudos funcionais in vitro e in vivo poderdo afirmar com

certeza a patogenicidade das variantes identificadas.
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5 CONCLUSOES

1. Padronizamos a analise molecular de 13 genes descritos para
distonia, por meio da técnica de ressequenciamento direcionado por painel, assim
como, analises de patogenicidade de avaliacdo das variantes sob diversas
perspectivas;

2. ldentificamos causas genéticas em 16% dos casos que
permaneceram classificados como idiopaticos, apos investigacdo 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 ndo 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 o0 primeiro estudo de
confirmacéo em individuos brasileiros e expandimos o espectro fenotipico de variantes
DDC em distonia-parkinsonismo, com fenétipo 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 néo foi uma causa incomum de distonia (na qual historia
familiar e consanguinidade nem sempre estavam presentes), estando mais frequente
em nossa amostra do que casos DYT-TOR1A. Em sua maioria, 0 genotipo identificado
correlaciou com o fenétipo observado no momento do recrutamento;

4. Embora estudos funcionais sejam necessarios para confirmar a
patogenicidade das variantes identificadas (principalmente nos casos esporadicos),
nossos resultados indicam heterogeneidade genética em nossa amostra, tornando o
meétodo de sequenciamento por painel em distonia eficaz, principalmente, em casos de

inicio 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”, 153 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 (lllumina). 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,
ClZ1 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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