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RESUMO

As distonias caracterizam-se por movimentos involuntarios e torsionais, que se manifestam de
diferentes formas e podem afetar quaisquer musculos voluntarios. Diversas mutacdes genéticas foram
associadas as distonias primarias, destacando-se a DYT1, DYT5 e DYT6. O gene DYT1/TOR1A foi o
primeiro identificado, ao apresentar uma delegcdo GAG que produz uma proteina mutante que altera
conexdes nucleo-cito-esqueléticas e o processamento proteico. O fen6tipo tipico inicia-se dos trés aos
26 anos, tem penetrancia de 30%, sendo 60% com acometimento generalizado ou multifocal. O gene
DYT6/THAPT possui diversos polimorfismos descritos e acredita-se que seja o segundo em
prevaléncia entre as distonias hereditarias. Possui penetrancia ainda menor e fen6tipo de inicio
precoce, envolvimento cranio-cervical e de fala. A frequéncia, etiologia e as alteragdes genéticas das
distonias ndo sao conhecidas na populacao brasileira, que por suas caracteristicas especificas, ndo
podem ter os resultados de outras populagdes simplesmente transpostos para a nossa. Nosso
objetivo, portanto, foi caracterizar genética e clinicamente uma amostra de pacientes brasileiros com
distonia. Os individuos foram recrutados no Ambulatério de Disturbios do Movimento e de Distonia. Os
pacientes foram avaliados por um questionario padronizado, seguido por pesquisa das mutacdes
DYT1 e DYT6. A avaliagdo clinica demonstrou que a nossa amostra apresenta padrdo semelhante ao
internacional, com pacientes de inicio jovem tendendo a apresentar quadros generalizados e com
histéria familiar positiva e pacientes adultos mantendo quadros focais ou segmentares e esporadicos.
A pesquisa de mutacoes identificou 1 mutacdo missense ja descrita na literatura, envolvida na
penetrancia da DYT1 em individuos com a mutagéao causadora classica da doenca e que pode conferir
risco quando encontrada isoladamente. Também encontramos uma delegéo de 6 pares de base no fim
do exon 1 do gene THAP1 que em avaliagdes preliminares altera o sitio de splicing e acaba por abortar
a traducéo da proteina por meio de um stop cédon precoce. Concluimos que nossos pacientes tem
apresentagao clinica semelhante a literatura mundial, porém com caracteristicas genotipicas

diferentes, pois ndo encontramos em nenhum individuo as mutagdes classicamente associadas as
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doencas. A diferenciagdo das distonias em subtipos e o entendimento das vias moleculares comuns

devem fazer parte de investigacoes futuras.



ABSTRACT

Dystonia is characterized by involuntary and torsional movements, which manifest themselves in
various forms and can affect any voluntary muscle. Several genetic mutations have been associated
with isolated hereditary dystonia, most notably the DYT1 and DYT6. The DYT1 is caused by a GAG
deletion at the TOR1A gene, which produces a protein that alters intracellular membranes connections
and protein processing. The typical phenotype starts from three to 26 years of age, it has penetrance of
30 % and 60% of the subjects will progress to a generalized or multifocal involvement. The
DYT6/THAP1 gene has several polymorphisms described, and it is believed to be the second in
prevalence among the hereditary dystonias. DYT6 has an even lower penetrance. It is characteristically
an early-onset, dystonia with craniocervical and speech involvement. The frequency, etiology and
genetic alterations of dystonia are not known in the Brazilian population, which due to its specific
characteristics may not share of the same genetic background. Our aim was to evaluate genetically and
clinically a sample of Brazilian patients with dystonia. Subjects were recruited from the Outpatient
Movement Disorders and Dystonia Clinics. Patients were assessed by a standardized questionnaire,
followed by molecular testing for DYT1 and DYT6. Our cohort showed similar clinical characteristics
with the literature, where young patients with generalized dystonia and positive family history were
commonly grouped together, while focal and segmental cases that appear in adulthood tended to
stabilize. Sequencing of the DYT1 gene found a known missense mutation that contributes to low
penetrance in individual with the typical DYT1 mutation but might be a risk factor when found in
isolation. Sequencing of the DYT6 gene showed a novel 6bp deletion at the end of exon 1, causing
alternate splicing and a premature stop codon in preliminary analysis. Subdividing phenotypes and
understanding common molecular pathways through new genetic data is in the future of dystonia

research.
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INTRODUCAO

As distonias sdo um disturbio hipercinético caracterizado por contragbes musculares
sustentadas ou intermitentes que causam movimentos e/ou posturas anormais, frequentemente
repetitivas. Movimentos distonicos sao tipicamente estereotipados, torsionais e podem ser
acompanhados de tremor. Distonia é habitualmente iniciada ou agravada por ag¢des voluntarias e
associada a “overflow” (ativacdo dos movimentos distonicos pela agdo de partes remotas) (Albanese et
al, 2013). Outros atributos tipicos das distonias sdo “sensory tricks” ou “gestes antagonistes” (truque
sensitivo tatil/proprioceptivo ou motor que reduz a distonia, p. ex. tocar o queixo para melhorar distonia
cervical). Sua direcao é constante, pois 0s grupos musculares envolvidos sdo sempre 0s mesmos em
dado paciente (Geyer & Bressman, 2006). A classificacao se baseia em 2 eixos: caracteristicas
clinicas e etiologia. A partir da avaliagéo clinica, as distonias s&o descritas de acordo com quatro
caracteristicas basicas: idade de inicio, distribuicao corporal, padrao temporal e fatores associados.

(Albanese et al, 2013).

l. Idade de inicio

o Primeira infancia (do nascimento a 2 anos)
o Segunda infancia (de 3 a 12 anos)

) Adolescéncia (13 a 20 anos)

o Adulto jovem (21 a 40 anos)

. Adulto tardio (maior de 41 anos)

Il. Distribuicao corporal

o Focal: regiao corporal Gnica (ex: blefarospasmo)
o Segmentar: 2 ou mais regides contiguas (ex: cervical e craniana).
. Multifocal: regides nao contiguas (ex: membro inferior e regido craniana).

14



o Hemidistonia: presente somente em hemicorpo.
o Generalizada: tronco e pelo menos 2 outras regides, diferencia-se formas com e sem
envolvimentos de membros inferiores.
[l Padrao temporal
o Curso da doenga
o Estética
o Progressiva
o Variabilidade
o Persistente
o Acdao especifica
o Diurna

o Paroxistica

V. Fatores associados
) Distonia isolada ou combinada com outro distlrbio do movimento
o Ocorréncia de outras manifestagées neuroldgicas ou sistémicas

O segundo eixo refere-se a etiologia e é uma area em constante expansao. Duas
caracteristicas complementares auxiliam nessa classificagdo: alteracées anatémicas identificaveis e

padrdo de heranga familiar.

I. Patologia do sistema nervoso
o Evidéncia de degeneragao
o Evidéncia de lesdo estrutural
o Sem evidéncia de degeneracao ou lesao estrutural

Il. Herdadas ou adquiridas

15



o Herdadas
e Autossémica dominante
e Autossémica recessiva
e Recessiva ligada ao X
e Mitocondrial

o Adquiridas

e Leséo cerebral perinatal

e Infeccao
e Droga
e Tobxica
e Vascular

e Neoplasica
e Trauma cerebral
e Psicogénica
o ldiopatica
e Esporadica

e Familiar

A prevaléncia estimada das distonias primarias foi avaliada em estudos com metodologias de
identificacao de casos muito diferentes (Defazio et al, 2004). Uma meta-analise recente agrupou os
estudos com sujeitos oriundos de servigos de saude de diferentes paises e encontrou uma prevaléncia
geral de 16,4/100.000 para as distonias primarias (Steeves et al, 2012). A tabela 1 mostra as

frequéncias estimadas dos diferentes subtipos.
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Tabela 1 — Distribuicao corporal e prevaléncia

LOCALIZAGAO PREVALENCIA (casos/100.000 individuos)
Cervical 4,98 (95%IC 3,58-6,94)
Blefaroespasmo 4,24 (95% IC 2,92-6,18)
Distonia em membro 1,24 (95% IC 0,35-4,36)
Caimbra do escrivao 1,65 (95% IC 0,89-3,04)
Oromandibular 0,52 (95% IC 0,15-1,77)
Laringea 1,54 (95% IC 0,65-3,61)
Generalizada 0,44 (95% IC 0,26-0,74)

IC = intervalo de confianca

Durante muitos anos, apenas um gene causador de distonia priméria autossémica dominante
era conhecido: o TOR1A (Torsin Family 1, member A), causador da DYT1. Em quase todos os casos
h& a delegédo de um GAG no exon 5, removendo um residuo de &cido glutamico (Ozelius et al, 1997).
Outras alteracbes patogénicas incluem uma mutacao missense ¢.863G>A que causa a substituicao de
uma arginina altamente conservada por uma glutamina (p.Arg288Gin) (Zirn et al, 2008) e uma delecao
de 18 pares de base no exon 5 (966_983del) (Leung et al, 2001). A distonia DYT1 costuma apresentar
inicio precoce, em membros inferiores, tendéncia a generalizar e a poupar musculos cranio-cervicais
(Valente & Albanese, 2010). A variagao fenotipica € muito grande, com aproximadamente 30% de
penetrancia, podendo existir mesmo casos atipicos com inicio tardio e/ou focal, entretanto mesmo os
portadores assintomaticos mostram metabolismo cerebral anormal e disfungéo nos circuitos cerebelo-
talamo-corticais (Tanabe et al, 2009). O gene TOR1A codifica a proteina torsinA, expressa em
diversos tecidos, e localizada no reticulo endoplasmatico e no envelope nuclear. Ela € membro de uma
superfamilia de ATPases com diversas fungbes desde estabilizacdo do citoesqueleto a degradacao e

trafego de proteinas (Valente e Albanese 2010). Acredita-se que delecao patogénica do cddon altera
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a oligomerizagao e estrutura terciaria da proteina. Em modelos celulares, as proteinas mutantes se
acumulam no envelope nuclear, onde provocam alteragdes nos poros da membrana e inclusoes, além
de provavel ancoragem deficiente do nucleo no citoesqueleto (Tanabe et al, 2009). Outra fungao das
ATPases é o processamento proteico, entre eles o receptor D2 (Bragg et al, 2011).

Em 2009, outro gene foi identificado como o segundo gene causador de distonia primaria
autossémica dominante: o THAP1 (thanatos-associated protein domain, que contém a proteina
associada a apoptose 1), especula-se que algumas das mutagcdes encontradas provoquem diminuicao
da funcao da proteina no nucleo, levando a desregulagéo da transcri¢cédo e gerando o quadro da
distonia DYT6 (Tanabe et al, 2009). As mutacdes deletérias foram primeiro identificadas em quatro
familias Amish-Menonitas e uma alema (Fuchs et al, 2008). Estudos subsequentes mostraram
mutacdes no THAP1 em 36% das familias DYT1-negativas, contudo esta alta taxa ndo foi confirmada
por outros, que reportaram prevaléncia de 1-2,5% em coortes de distonias primarias. Novas mutagoes
nesse gene foram descobertas rapidamente ao redor do mundo, mantendo o fendtipo tipico de inicio
precoce, com envolvimento cranio-cervical frequente e em particular com envolvimento da fala. Porém
o fenétipo também é muito variavel, com penetrancia estimada em 40% (Klein et al, 2014). Mutacoes
de THAP1 foram encontradas em casos esporadicos de distonia segmentar de inicio tardio, sugerindo
que o gene também tenha um papel importante na patogénese desse grupo de distonias. (Valente &
Albanese, 2010). A proteina THAP1 contem 3 partes, o dominio THAP no N-terminal € um zinc-finger
atipico, de ligacdo ao DNA. A porcdo média é uma regido rica em prolina e a C-terminal contem um
sinal de localizacao nuclear. Gracas a sua interacao com fatores de apoptose, acredita-se que a
THAP1 seja um fator de transcricao supressor (Bragg et al, 2011).

Entre os estudos brasileiros destaca-se um screening em 21 pacientes com distonia primaria
dos genes TOR1A e THAP1 com identificacao de uma delecao GAG de novo no primeiro e uma nova
mutacao c.1a>G no segundo. Segundo os pesquisadores, esses genes sao responsaveis por 10% das
distonias primérias da sua coorte, em concordancia com heterogeneidades genética mostrada em
outras regides (De Carvalho Aguiar et al, 2010). Recentemente o gene THAP1 também foi alvo de um
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estudo brasileiro com 74 sujeitos onde foram encontrados 3 pacientes com uma nova mutagao
nosense c¢.289 A>G. Um dos sujeitos acabou se caracterizando com o heterozigoto composto com a
mutacao missense ¢.506 A>G (Carvalho et al, 2014). Apesar da variabilidade fenotipica, os pacientes
apresentavam distonia com inicio precoce em membros superiores e evolugao para areas contiguas.
Os loci relacionados as distonias descobertos nas ultimas 2 décadas sao agrupados sob a
denominacao DYT seguido por um numero em ordem crescente. Atingindo atualmente o DYT25, esse
grupo heterogéneo agrupa formas isoladas, combinadas (plus), dominantes, recessivas e paroxisticas.
A tabela 2 traz as caracteristicas baseadas nessa classificacdo mais abrangente (Petrucci e Valente,
2013), porém com detalhes baseados no GeneReviews (Klein et al, 2014), onde uma nova
classificacao é oferecida. Esta usa a nomenclatura DYT seguida de niUmero apenas para loci e
seguida de genes comprovadamente patogénicos para as doencgas. Entretanto, é aceitavel usar DYT

tanto como nome de doenca e/ou locus génico.
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Tabela 2 — Caracteristicas das distonias monogénicas

Doenca Gene Locus Heranca Clinica Observacoes
DISTONIA TORCIONAL PRIMARIA PURA
Precoce,
DYT1 TOR1A 9q34 AD generalizada, inicio Confirmado
em membros
Precoce, )
_ Casos agrupados s6 por
DYT2 AR generalizada, com B
_ _ padrdo de heranga
craniocervical
_ _ Descoberto por 2 grupos
DYT4 TUBB4a | 19p13.12-13 AD Disfonia sussurrante .
na mesma familia
Generalizada com .
DYT6 THAP1 8p11.21 AD o . Confirmado
inicio cervical e mmss
Cervical de inicio Nunca replicado desde
DYT7 18p AD
adulto descoberta em 1996
1p36.32- Nunca replicado desde
DYT13 AD Cervical e mmss
p36.13 descoberta em 2001
Segmentar ou ~ _
20p11.2- _ _ _ N&o replicado desde
DYT17 AR generalizada, disfonia
g13.12 2008
marcante
Adulto, generalizada
DYT21 2914.3-921.3 AD ou multifocal, inicio N&o confirmado
com blefaroespasmo
DYT23 Clz1 9934 AD Cervical, adulto N&o confirmado
Craniocervical, .
DYT24 ANO3 11p14.2 AD ) Né&o confirmado
laringea e mmss
DYT25 GNAL 18p11 AD Cervical, adulto Confirmado

AD = autoss6mico dominante, AR = autossémico recessivo, X-R = ligada ao X
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Tabela 2 - continuacao

Doenca Gene Locus Heranca Clinica Observacoes
DISTONIA PLUS
Distonia dopa ]
DYT5a GCH1 14922.2 AD . Confirmado
responsiva
Distonia dopa ]
DYT5b TH 11p15.5 AR . Confirmado
responsiva
DYT11 SGCE 7921.3 AD Distonia-mioclonia Confirmado
Distonia- ,
DYT12 | ATP1A3 19q13.2 AD _ _ Confirmado
parkinsonismo, agudo
_ S _ Nunca replicado desde
DYT15 18p11 AD Distonia-mioclonia
descoberta em 2002
_ _ Sem variantes
Distonia- . o
_ _ patogénicas bialélicas
DYT16 PRKRA 2931.2 AR parkinsonismo,
desde descoberta em
precoce
2008
SINDROMES PAROXISTICAS
Discinesia paroxistica _
DYT8 PNKD 235 AD L Confirmado
nao cinesiogénica
DYT9/ Ataxia, espasticidade, _
SLC2A1 1p34.2 AD _ _ . Confirmado
DYT18 induzida por exercicio
Discinesia paroxistica _
DYT10 PRRT2 16p11.2 AD o Confirmado
cinesiogénica
Discinesia paroxistica | Locus e clinica préximos
DYT19 16q13-922.1 AD L
cinesiogénica 2 ao DYT10
Discinesia paroxistica | Locus e clinica préximos
DYT20 2q31 AD o _
nao cinesiogénica 2 ao DYT8
SINDROMES HEREDODEGENERATIVAS
Distonia- Patogenicidade nao
DYT3 TAF1 Xqg13.1 X-R _ _ .
parkinsonismo confirmada

AD = autoss6mico dominante, AR = autossémico recessivo, X-R = ligada ao X
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A descoberta de genes relacionados a distonia permitiu aos pesquisadores aprofundarem o
conhecimento em novos mecanismos celulares envolvidos no prejuizo das fungdes motoras, mas que
podem gerar novas op¢oes terapéuticas. Investigadores agora comegam a formar pontes entre
diferentes niveis da organizagéo cerebral, associando as descobertas moleculares as disfun¢des de
circuitos motores evidenciados em estudos de neuroimagem (Tanabe et al, 2009).

Quanto a epidemiologia das principais distonias focais primarias, o blefarospasmo, que
manifesta-se com um fechamento for¢cado das palpebras (Hallet et al, 2008), possui como principal
fator de risco a idade avangada (O’Riordan et al, 2004). Estudos caso-controle evidenciam outros
fatores de risco como doencga ocular prévia, especificamente a blefarite e ceratoconjuntivite (Defazio et
al, 1998). O blefarospasmo tem ainda uma maior chance de disseminar-se para outras areas quando
comparado a outras distonias focais (Weiss et al, 2006). Trinta e um por cento dos pacientes
apresentam disseminacao da distonia além da regido craniana. Em estudos orientais, o
blefaroespasmo ultrapassa a distonia cervical como a apresentacao clinica mais prevalente (Steeves
et al, 2012)

Em estudos europeus, a distonia cervical apresenta prevaléncia de 5.7-6.1:100.000, com razao
entre os sexos de 1.4-1.9 mulheres para cada homem (Stacy, 2008). A forma rotacional, classicamente
denominada torcicolo espasmaddico, € o componente mais frequente nas diversas combinacdes
encontradas na distonia cervical, seguido pelo laterocolo, retrocolo e anterocolo. Em estudos caso-
controle, 12% dos pacientes com distonia cervical tinham histéria de trauma cervical ou de tronco
(Defazio et al, 1998). Um estudo brasileiro (Camargo et al, 2014) analisou uma série de 88 pacientes
com distonia cervical, incluido casos focais, segmentares e generalizados. Concordante com a
literatura, casos focais e segmentares tiveram inicio mais tardio, e casos com histéria familiar positiva
tiveram inicio mais precoce e, interessantemente, chance de progressao em todo o curso da doenga,
enquanto casos esporadicos tendem a progredir nos primeiros 10 anos.

A distonia focal de mao apresenta-se como uma contragdo excessiva dos musculos
necessarios para a execugao do movimento, com ativagao subsequente de musculos préximos, que
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levam entdo as posturas anormais e aos movimentos torsionais (Torres-Russoto & Perlmutter, 2008).
Em alguns casos, as manifestacées podem se restringir somente a atividades especificas, precisas e
repetitivas, como a caimbra do escrivao e a distonia do musico, cuja prevaléncia em musicos alemaes
chega a 0,5%. Aproximadamente 16% dos pacientes apresentam progressao para muasculos
proximais, contralaterais ou generalizam dentro de um periodo de 8 anos (Defazio et al, 2007).
Distonias focais tarefa especificas colaboram com um cenario ideal para estudos com ressonancia
funcional. Anormalidades referentes a uma desinibicdo de circuitos motores foram encontradas
bilateralmente em areas corticais primarias e secundarias, bem como nucleos da base (Defazio et al,
2007).

As distonias laringeas sao outro grupo que pode se apresentar isoladamente ou em conjunto
com outras localiza¢des, especialmente distonia cervical e blefaroespasmo. Sua presenca ou auséncia
ajuda a caracterizar os quadros mais tipicos de diversas distonia monogénicas, por exemplo a DYT1
raramente tem envolvimento laringeo, enquanto isto € comum na DYT6 e um fator sine qua non na
DYT4. Existem subtipos importantes para um diagnéstico correto: disfonia espasmodica em adug¢ao ou
em abducéo, estridor respiratério distbnico, respiracao incoordenada, tosse distdnica (Payne et al,
2014). A prevaléncia em mulheres € mais alta, historia familiar é positiva em 16% de pacientes e
resposta a toxina botulinica costuma ser excelente.

Apesar do espectro clinico muito variavel, mesmo entre pacientes com o mesmo genétipo,
algumas caracteristicas clinicas e evolutivas chave se agrupam e podem ser definidas como
sindromes distdnicas, comuns a diferentes populacdes. As duas principais sao a distonia generalizada
de inicio precoce, que geralmente acomete primeiramente membros e a distonia focal ou segmentar
isolada do adulto, que normalmente se inicia e se mantem craniocervical sem progressao para

generalizacao (Gasser et al, 2003; Albanese et al, 2013).
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JUSTIFICATIVA

Os poucos estudos epidemioldgicos ou genéticos realizados em nossa populagao apresentam
um numero pequeno de pacientes incluidos, e dessa forma nao se conhece a frequéncia, etiologia, ou
as alteracdes genéticas presentes no nosso meio. Dada suas caracteristicas especificas, estudos
genéticos realizados em outros paises, ndo podem ser simplesmente transpostos para nossa
populacdo. Somente apds uma caracterizacao inicial sera possivel avangarmos no diagnéstico
molecular dos pacientes com distonia na populagao brasileira.

Tratar as distonias primarias sem acesso ao seu perfil genético € muito limitante para os
pacientes, que nao tém acesso a informacao sobre evolucéo e hereditariedade de sua doenca, ou
seja, sem aconselhamento genético.

Para os médicos e pesquisadores envolvidos, a deteccdo de mutagdes e avaliacao clinica
completa sdo o ponto de partida para qualquer estudo na area. O presente estudo esta na base de
muitos outros projetos, pois contém avaliagdes sistematicas associadas a uma triagem genética mais

extensa, de qualidade, que incluiu a maior amostra nacional até o momento da revisao bibliografica.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais:
Caracterizar do ponto de vista clinico e genético, através de avaliagao sistematica, as distonias
primarias em pacientes brasileiros.

Objetivos especificos:

1. Caracterizacéo clinica de pacientes com distonias primarias em uma amostra da populacao
brasileira.
2. Pesquisar a presenca da mutacao responsavel pela DYT1 e DYT6 nos pacientes com distonias

primarias seguidos em nosso ambulatério.
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MATERIAIS E METODOS

ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA E APROVACOES

O estudo foi aprovado no Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
(FCM) como adendo ao projeto de pesquisa parecer n°161/2010.

Os voluntarios da pesquisa foram identificados pelo pesquisador e colaboradores no
Ambulatério de Disturbios do Movimento e Distonia do HC-UNICAMP. Apéds identificacdo, os pacientes
eram encaminhados ao pesquisador durante o proprio ambulatorio para receber esclarecimentos sobre
a pesquisa e ser oferecida a participacao. Na ocorréncia de concordancia, era apresentado o termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE - anexo 1), para assinatura.

N&ao houve participagao de grupos vulneraveis no estudo.

Os procedimentos envolvidos na pesquisa foram revisao da historia e exame neurolégico de
acordo com o protocolo clinico (anexo2) e coleta de sangue periférico. Os pacientes foram claramente
informados sobre riscos e desconfortos da pesquisa, bem como da possibilidade de sairem da mesma
quando quiserem, sem prejuizos ou danos. Pacientes menores de idade puderam participar desde que
o consentimento fosse obtido dos pais ou responsaveis na presenca de uma testemunha. Quando
necessario, os pacientes eram encaminhados para aconselhamento genético.

O risco consistia de possibilidade de pequeno hematoma nos locais de pung¢ao venosa.

O beneficio consistia em ajudar a compreender melhor o perfil genético e apresentacao clinica
das distonias em nosso pais. No caso de mutacao positiva os participantes se beneficiariam em
conhecer seu diagnéstico especifico com aconselhamento genético apropriado.

O termo de consentimento livre e esclarecido inclui critérios de confidencialidade, privacidade e
anonimato.

Este € um estudo transversal, realizado no Laboratério de Genética Molecular da FCM e no

Hospital das Clinicas da UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas).
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SUJEITOS

Os individuos foram recrutados, consecutivamente, no Ambulatério de Disturbios do Movimento
e no Ambulatério de Distonias do Hospital das Clinicas da UNICAMP, que atende, de forma geral, o
interior do estado de Sao Paulo. A participacao foi voluntaria e todos os pacientes assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (anexo 1) antes da realizagdo de qualquer aspecto relacionado a
pesquisa.
Critérios de inclusao
o Diagnéstico clinico de distonia primaria, com exame neuroldégico normal, exceto presenca de
distonia e tremor, ressonancia magnética sem alteragdes significativas e capacidade de consentimento
para participagédo no estudo. Individuos menores de idade foram incluidos desde que pais e/ou
responsaveis legais assinassem termo de consentimento na presenga de uma testemunha.
Critérios de exclusao
. Historia de alcoolismo importante, doencga cerebrovascular prévia ou doenga neuroldgica ou
neurodegenerativa associada.
. Presenca de alteragdes estruturais na ressonancia magnética.
o Uso de medicagdes que sabidamente poderiam levar a distonia, em especial antipsicoticos
tipicos e atipicos.
o Co-existéncia de outra doenca afetando o SNC;

o N&ao consentimento para participagcao no estudo.
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PROCEDIMENTOS

Avaliagéao clinica

A primeira fase de participagao foi a caracterizagao clinica destes pacientes. Todos os
pacientes foram avaliados através de um questionario padronizado (Anexo 2), no qual constam
informagdes sobre sexo, idade, idade de inicio dos sintomas, evolugao dos sintomas, fatores
associados a distonia, historia de tratamento e tratamento atual, uso de toxina botulinica, histéria
familiar com heredograma, histéria profissional, exposicao ambiental, antecedentes pessoais
(tabagismo, ingesta de café e refrigerante), histéria de exposicao a drogas, comorbidades clinicas e
medicagbes em uso. O consumo de cafeina diario foi calculado a partir da média encontrada em cafés
e refrigerantes ingeridos pelos pacientes (Camargo e Toledo, 1998; Domenico, 2010). As informagdes
foram adquiridas através de entrevista com o sujeito, seus familiares e consulta ao prontuario.

Em todos os pacientes realizou-se um exame neuroldgico detalhado, visando a classificagcao da
distonia segundo os critérios de localizacao e idade de inicio. Quando possivel neste momento, a
classificacao etiolégica foi estabelecida, ou apds analise de imagem e exames complementares
pertinentes. A avaliagao clinica foi complementada com a aplica¢ao da escala TWSTRS em pacientes
com distonia cervical (Toronto Western Torticollis Rating Scale) e Marsden-Fahn Scale para todos os

participantes.

Pesquisa das Mutagdes

Extracdo do DNA gendmico
O DNA gendmico foi extraido a partir das amostras de sangue periférico coletadas dos
pacientes, utilizando o protocolo de extragcdo com fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 1989). O DNA

esta armazenado no Laboratério de Genética Molecular em um biofreezer -80.
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Desenho de primers

Para a amplificacao e sequenciamento dos exons de interesse dos genes estudados, utilizamos
primers que flanqueiam as regides codificantes e as transigdes intron-exon dos seguintes genes:
TOR1A exons 1, 2, 3+4 e 5 e gene THAP1 exons 1, 2, 3, 3A, 3B e 3C. Todos os exons dos dois genes
em questao possuem primers ja descritos na literatura (Calakos, 2010). Apenas primers para 0 exon1
do gene TOR1A foram redesenhados para obter produtos de amplificacdo por PCR com qualidade
satisfatéria para sequenciamento. Esse par de primers foi desenhado com o programa Gene Runner®,
respeitando determinadas regras como: tamanho entre 14 e 30 nucleotideos; auséncia de
complementariedade entre os primers, pois a dimerizagéo influi na eficiéncia de anelamento do primer
com o DNA molde; mesma porcentagem de contetudo de bases G e C nos dois primers; e tamanho do

fragmento a ser amplificado de até 700 pares de bases.

Amplificagéo por PCR

As reacoes de PCR sao realizadas para um volume final de 25ul, contendo 10 pmoles de cada
primer especifico, 2,5 nmoles de cada nucleotideo (dGTP, dCTP, dTTP e dATP), 1,0U de Taq DNA
polimerase (Fermentas), 50 nmoles de MgClz, 75 nmoles de tampao e 50ng de DNA. Os produtos de
amplificacao sao entao visualizados em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen). As
condicdes para a realizacao do PCR sao: desnaturacao inicial a 95°C por 4 minutos, seguida por 35
ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a temperatura de anelamento especifica dos pares de
primers e 1 minuto a 72°C; e, depois dos ciclos, extensao final a 72°C por 10 minutos. Para determinar
a temperatura de anelamento ideal de cada par de primer, foram realizados PCRs em gradientes de
temperatura. A sequéncia dos primers e as temperaturas de anelamento podem ser visualizadas na

tabela 3 para o gene TOR1A e na tabela 4 para o gene THAP1.
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Tabela 3 — Sequéncia nucleotidica dos primers e temperatura de anelamento

TOR1A Forward Reverse Temp (°C)
Exon 1 GGAAGCGTGGGTCTGGC CGATGGCACTAGGGCTGAA 58.5

Exon 2 TTTCTTATGGGCTGTAAATGTGG | GGGTTTGGGGTCTCTTTGTT 60

Exon 3+4 | AGAAGGAGCTGATTGATGGC CCTAATCCTGCACCCTAAGTGT | 60

Exon 5 GTCTATAGGGCAGGTGGGTG CAGTCCTTCCACACTTCCAC 61

As sequéncias destacadas em rosa representam as regides codificantes

Tabela 4 — Sequéncia nucleotidica dos primers e temperatura de anelamento

THAP1 | Forward Reverse Temp (°C)
Exon 1 AAACACCTGGCCTCAGCCAATA TTTCTCGCGCTCCTGGAACA 62.2

Exon 2 | TCCTAAGCTGGAAAGTTTGGGTGC | TGCCTGGAACCTTGTAGTT 61

Exon 3 | GCCTGGTCAGTCCACAGATTCTT TATCCTCCTCTAGCCTGTAAAGGAGT | 60

Exon 3a | AGGCAAGAACGGCAGCTTGAAA ACCCTAGCTGAAGGACATCC 59

Exon 3b | AGTATGGGTCAGATCATGGGACA | TTGACTGAGTTGGGACAAGGCT 62

Exon 3c | ACTGGGACCTGATCTATGATACGCT | GCCAGTGGATAGCACTG 61.2

As sequéncias destacadas em rosa representam as regioes codificantes

Deteccao de mutagdes: Sequenciamento dos produtos de amplificacao

Os produtos de amplificagdo foram purificados com a utilizagcao do kit Exosap (GE

Healthcare), de acordo com as instru¢des do fabricante e, em seguida, sequenciados em ambos os
sentidos (senso e antisenso) em um sequenciador automatico ABI 3130 x| (Applied Biosystems). A
reacao submetida ao sequenciamento consiste de solugao pré-mix (quantidade recomendada pelo
fabricante — Applied Biosystems), cinco pmoles de primer e 200ng do produto de amplificacao. As
condi¢des para a realizagcao do sequenciamento sao: 35 ciclos de 95°C por 20s, 50°C por 15s, 60°C

por 1 min. A purificacdo da reacao de sequiienciamento foi realizada com etanol e acetato de amoénio

30




7,5mM, como sugerido pelo fabricante. A analise dos cromatogramas foi realizada no programa
Chromas Lite (Technelysium). O alinhamento das sequencias foi realizada com o programa Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).

Clonagem em vetor bacteriano

Quando foram identificados cromatogramas sugerindo dele¢des ou inser¢gdes em heterozigose
(alteracao do quadro de leitura do sequenciamento), os fragmentos amplificados por PCR foram
clonados em um vetor para que o sequenciamento dos alelos fosse realizado separadamente. Esta
estratégia tornou possivel a identificacao precisa das alteracées nas sequencias de DNA com suspeita
de conter pequenas insercdes ou delecdes.

A clonagem foi realizada obedecendo ao seguinte protocolo:

1) Ligacao dos fragmentos de DNA
Para a ligagéao dos fragmentos em pGEM-T Easy preparou-se uma solugdo composta de cerca de
100ng do vetor, o inserto a ser ligado (3x a quantidade do vetor), 5uL do tampéo 2X da ligase
(Promega) e 1uL da T4 DNA ligase (Promega, 3U/uL). Esta solucao foi mantida a 16 °C por 12-16
horas e em seguida foi estocada a -20°C .

2) Transformagao bacteriana
Células competentes da linhagem Escherechia coli DH5a que estavam armazenadas a —80 °C foram
transferidas para gelo. Adicionou-se a essas cerca de 10uL da reacao de ligacdo. A reacao
permaneceu em gelo por 30 minutos, em seguida foi transferida para temperatura de 42 °C pelo
periodo de um minuto e 30 segundos e novamente transferida para o gelo por um minuto. Em seguida
adicionou-se de 400 a 800puL de meio LB as células e a cultura foi submetida a agitagéo de 200rpm a
37 °C por uma hora. Cerca de 200uL da cultura foram plagueadas em placas de Petri com LB-agar
contendo o antibidtico apropriado (ampicilina 50ug/ml). As placas foram incubadas a 37 °C pelo

periodo de 12-18 horas.
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3) Foi utilizada a mini-preparagao caseira, que consiste na adigado de 300ul de solugéo | (Tris-
HCI 50mM, pH 8.0; EDTA 10mM, pH 8.0 e 6ul de RNase 1mg/mL), seguido da adigcao de 300ul de
solucao Il (NaOH 200mM, SDS 1%), agitacao por inversao suave do tubo cinco vezes, incubagao a
temperatura ambiente por cinco minutos, seguida de adigdo de 300ul de solugéao lll (acetato de
potassio 3M, pH 5.5), agitagao por inversao, centrifugacao a temperatura de 14°C (14000rpm) durante
10 minutos e transferéncia de 700-800ul do sobrenadante para novo tubo. A etapa de precipitagao
teve inicio com a adicao de 400ul de isopropanol seguida de inversao e centrifugacéo a 14000rpm por
10 minutos a 4°C, descarte do sobrenadante, nova precipitagdo com 500ul de alcool etilico 70%,
inversao do tubo e centrifugacao durante cinco minutos a 14000rpm e descarte do sobrenadante. A

eluicao foi realizada com 30ul de agua deionizada.

Andlise dos Dados

1- Software para busca in silico de regides de microRNA

O software DNA Intelligent Analysis — microT v3.0 (diana.cslab.ece.ntua.qgr) foi utilizado para
busca in silico de regides de ancoragem para microRNA. Essa busca foi realizada para mutacoes
novas presentes em regides 5’ UTR (untranslated region), para possiveis identificagdes de alteragbes
em regides alvo de microRNA.

2- Software para busca in silico de regides de splicing alternativo

O software NNSplice (www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) foi utilizado para verificar se
alteracdes nao descritas nos bancos de dados, ou com frequéncia baixa na populacao, poderiam
alterar ou criar regides de splicing alternativo.

3- Software para busca in silico de codons de parada prematuros

O software Expasy Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/) foi utilizado para verificar se
alteragdes que alteram a matriz de leitura, resultam na insercdo de um cédon de parada prematuro.

4- Triagem das alteragcoes com potencial patogénico em grupo controle
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As alteragbes identificadas foram investigadas em individuos controles. O grupo controle foi
submetido ao sequenciamento por eletroforese capilar em um ABI 3500XL Genetic Analyser (Applied
Biosystems). Foram testados 154 individuos para o gene TOR1A e 164 para o gene THAP1 como

controles para cada alteragao potencialmente patogénica identificada.

ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos o programa STATA 13.1 para analise dos dados. Dados demograficos estao
descritos de acordo com listagem de frequéncia de todas varidaveis e exame de sua distribuicao, assim
como de suas medidas de tendéncia central (média e de dispersao (desvio-padrao).

Comparacao entre grupos de acordo com os resultados genéticos foi realizada por t-test para
variaveis continuas ou Pearson chi-square (ou Teste de Fisher quando necessario) para variaveis
categoricas. Nivel de significancia foi estabelecido em p<0.05.

As analises estatisticas para os testes genéticos foram descritas acima.

33



RESULTADOS

Avaliagao clinica

Dentre os 78 pacientes avaliados clinicamente (30 homens e 48 mulheres), observamos que
casos com apresentacao mais jovens tendem a evoluir para generalizacao. Isso € demonstrado pela
correlagao significativa entre idade de inicio menor ou igual a 20 anos e presenga de progressao nos
segmentos afetados (p=0,002) e de generalizacao na distribuicao final (p<0,001). Nao houve diferenca
estatistica em relagéo a progressao ou idade de inicio da distonia e presenca de historia familiar
quando dividida entre negativa, positiva (presenca de distonia) e possivel (outro disturbio do
movimento).

A analise estatistica dos dados quanto a distribuigcéo e idade de inicio mostrou o aparecimento
de blefaroespasmo em idade mais avangada e inicio em membros em mais jovens (respectivamente
57,4 +-10,9; 28,4+-22; p<0.001). Nao houve diferenga de apresentacéo inicial entre os sexos, apesar
de estudos anteriores reportando maior prevaléncia de distonia cervical em mulheres (O’Riordan et al,
2004). A tabela 5 divide os sujeitos hierarquicamente baseado em idade de inicio, distribuicao corporal,
antecedente familiar e género, com o total de pacientes a cada subdivisdo. A coluna final mostra
quantos pacientes de cada subgrupo tiveram resultados positivo para pesquisa de mutacdes

potencialmente patogénicas.
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Tabela 5 — Caracteristicas clinicas e genotipicas

ldade de inicio | Distribuicdo | Historia familiar | Sexo ' Gendtipo
Multifocal = 1 Neg = 1 Fem = 1 -
Masc = 4 rs1801968 = 1
<20a = 21 | Neg =5 Fem = 1 i
Generalizada = 10 M —
Pos=5 ok .
Fem =2 rs1801968 = 1
Desc =3 Fem=3 -
Masc = 11 rs1801968 = 2
Focal = 31 Neg = 2 Fem = 10 151801968 = 2
Pos = 7 Masc = 1 rs1801968 = 1
Fem =6 rs1801968 = 1
Masc =7 rs1801968 = 3
PRI egmentarezz 0 Fem = 16 51801968 = 1
Pos = 9 Masc = 1 rs1801968 = 1
Fem =8 rs1801968 = 1
. Neg = 3 Masc = 2 -
Generalizada = 4 Fem =1 -
Pos =1 Masc = 1 0.5308 5317del 1

a: anos, Neg: historia familiar negativa, Pos: histéria familiar positiva ou possivel, Desc: desconhecida,
Masc: masculino, Fem: feminino

Testes moleculares

O sequenciamento da regido codificante dos dois genes foi realizado em 68 pacientes. A
pesquisa de mutagdes indicou 12 alteragdes de nucleotideos de base Unica, do inglés single
nucleotide polimorfisms (SNPs). As figuras abaixo mostram um desenho esquematico dos exons e
introns dos genes estudado, além de isoformas, precursores, mMRNA e locais de alteragées com
significado patogénico. O gene TOR1A, com 5 exons, apresentou trés SNPs (figura 1) e o gene
THAP1, com 3 exons, apresentou 9 SNPs (figura 2) que estdo marcados nas suas respectivas

localizacbes.
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Figura 1 — Esquema do gene TOR1A em ordem reversa com os SNPs encontrados
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Figura 2 — Esquema do gene THAP1 em ordem direta com os SNPs encontrados
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precursor proteico, em preto: regido THAP (para 2 isoformas)

Do total, 10 eram do tipo mutagdes silenciosas, nas quais ndo ha alteragcdo do aminoacido na
respectiva posicao (ou em regido intrdnica), 1 do tipo missense no gene TOR1A (rs1801968 C>G,
D216H, em 14 individuos) e 1 em regiao 5’'UTR no gene THAP1 (T90C). Todas as mutagoes

silenciosas estavam ja presentes em bancos de dados de SNPs (ensemble genome browser, exome
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server) descritos na populagdo normal e, portanto, ndo foram subsequentemente avaliados, pois
podem ser considerados polimorfismos gerais presentes na populacao.

A mutacao em 5’'UTR foi testada em algoritmos de predicao de sitio de ligacdo de miRNA e nao
foi encontrado significado patoldgico (site).

A mutacao missense encontrada (rs1801968 C>G / D216H) estava presente em bancos de
dados de SNPs (ensemble genome browser) e tem significado patolégico duvidoso. Foi encontrada em
14 pacientes, todos negativos para a 904_906delGAG da DYT1, cujas caracteristicas clinicas estao
resumidas na tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas dos casos com o SNP rs1801968

N# IDAI,)E HISTORIA FAMILIAR DISTRIBUICAO [LOCALIZACAO INICIAL
DE INICIO
7 |7 Negativa Generalizada mmii e oromandibular
8 P Positiva-irma materna semelhante Generalizada Mmii
13 P4 Positiva-tia e tia-avo maternas Focal cervical
18 P9 Negativa Focal palpebra
21 383 Possivel-avo paterna com parkinson, Focal Msd
29 40 Negativa Segmentar palpebra
39 U5 Negativa Segmentar cervical
42 48 Possivel-filho com tiques Segmentar palpebra
44 49 Negativa Segmentar palpebra
46 50 Negativa Focal cervical
60 59 Negativa Focal cervical
62 (60 Negativa Focal cervical
72 |67 Negativa Segmentar Vocal
74 68 Positiva-irma Segmentar palpebra

mmii: membros inferiores, msd: membro superior direito
As observagodes dignas de nota sao que entre os pacientes com historia familiar positiva, a
paciente 14 tem irma com quadro semelhante e status negativo para essa alteracao e os 2 pacientes

com distribuicdo generalizada tiveram inicio em membros inferiores, sendo que a paciente 8 tem o que
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chamamos de fendtipo classico da DYT1. Apds andlise estatistica ndo houve diferenca significativa
quanto a sexo, histéria familiar (Fisher t test=0,628), idade de inicio (p=0,7992), localizagéo,

distribuicao (Fisher’s exact p=1) e progressao, conforme as tabelas 7 a 9 a seguir:

Tabela 7 — Idade de inicio

rs1801968 Media da idade | Erro padrédo | Desvio padrao | 95%IC

Negativo 43,52 2,74 19,73 38,03 - 49,01
Positivo 42 5,22 19,54 30,72 - 53.28
Combinado 43,2 2,41 19,55 38,39 —48,0

t=0,2577, p = 0,7992, IC = intervalo de confianca

Tabela 8 — Historia familiar

rs1801968 | negativa possivel positiva Total

Negativo 39 7 6 52 Fisher t test
Positivo 9 2 3 14 = 0,628
Total 48 9 9 66

Tabela 9 — Distribuicdo

rs1801968 | focal segmentar | multifocal | generalizada | Total Chi2=0 53
Negativo | 19 22 1 10 52 Fish_er,’s

Positivo 6 6 0 2 14 exact p=1
Total 25 28 1 12 66

No entanto, uma nova deleg&o no fim do exon 1 do gene THAPT (figura 3 e 4) foi analisada em
algoritmos de predicao de sitio de splicing, o resultado é que em todas as isoformas forma-se um
mRNA aberrante (www.fruitfly.org) decorrente da perda do sitio de splicing com formagao de um stop
codon precoce. O DNA foi submetido a clonagem em plasmideo e PCR, sendo encontrada uma

delecao de 10 pares de base ¢.5308_5317del (ng_011837.1)
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Figura 3 — Cromatograma (em heterozigose)
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Figura 4 — Cromatograma e alinhamento, apds clonagem em plasmideo
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A mutacgdo g.5308_5317del ¢é inédita. O individuo 15, representado anteriormente na tabela 3, é
um homem caucasiano com ascendéncia italiana e indigena, com 46 anos de idade na época da
avaliacdo. A distonia comegou aos 25 anos em regido cervical e membro superior direito, progredindo
em 3 anos para membro inferior esquerdo. Subjetivamente houve progressao recente da intensidade
de sintomas em membros inferiores. Digno de nota é o desenvolvimento de catarata diagnosticada aos
45 anos e antecedente de fratura de mandibula aos 15 anos. Na irmandade ha uma irma com

epilepsia e outra mais nova ndo avaliada diretamente com descri¢do de distonia cervical de inicio aos
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sete anos de idade. O exame fisico é caracterizado por laterocolo com membro superior direito em
postura de flexdo e membro inferior esquerdo em extensdo com inversao de pé, porém com marcha
preservada. Ha também uma lentificagao discreta de sacadas e reflexos osteotendineos vivos. O
tratamento sintomatico com levodopa, biperideno, diazepan, clonazepan, olanzapina, carbamazepina e
amitriptilina tentado ao longo dos anos néo ofereceu alivio e atualmente hd uma resposta satisfatoria
com aplicagao de toxina botulinica especialmente em membroinferior esquerdo e pescoco.

O grupo controle do gene TOR1A encontrou, entre 154 individuos normais, a presenca em 26
do SNP rs1801968 C>G / D216H. Ao verificar a presenga de SNPs nos controles (com 164 individuos
normais da populagéo) do gene THAP1A, encontramos em um individuo a mesma mutagéo 5’UTR e
em nenhum deles a nova delecao.

Vale ressaltar que a delegéo tipica encontrada em pacientes com DYT1 n&o foi encontrada
nesse estudo.

Consideramos importante do ponto de vista epidemiolégico comentar a respeito de dois
pacientes que foram excluidos posteriormente do grupo analisado. O primeiro paciente AN, masculino
de 23 anos, com distonia de abertura mandibular e disartria desde os 16 anos de idade, no exame
fisico também foi evidenciado inversdo do pé direito durante a marcha e nistagmo horizontal. A histéria
familiar incluia relatos de dificuldade de fala e individuos acamados com perda de auto cuidado. Em
segundo, JBL, masculino de 51 anos com inicio de vertigem, dispneia, fraqueza geral e dificuldade de
manter os olhos abertos apds acidente automobilistico ha 10 anos. No exame fisico os principais
achados eram um blefaroespasmo, incoordenacéo da respiragcdo com contracdes involuntarias
diafragmaticas e dedos em martelo. Os antecedentes familiares eram fracos, apenas apéds insisténcia
na anamnese houve confirmagéo de uma tia com vertigem. Ambos os pacientes posteriormente
apresentaram ataxia de marcha e foram testados para ataxia espinocerebelar do tipo 3 (SCA3), com
resultado positivo. Porém, é importante ressaltar que distonia generalizada isolada foi a apresentagéao

inicial.
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DISCUSSAO

Nossos resultados epidemiolégicos sao compativeis com o encontrado em varios estudos ao
redor do mundo: inicio precoce, histéria familiar positiva e distribuicdo generalizada se agrupam nos
fenotipos (Ozelius e Bressman, 2011). Porém as distonias cervicais e de inicio tardio formam o grupo
mais prevalente (Camargo et al, 2014). O sequenciamento das regides codificantes dos genes TOR1A
e THAP1 revelaram SNPs ja presentes em outras populacdes, em frequéncias discutidas adiante, e
uma nova delegao patogénica na DYT6.

E importante notar que ha uma falta de estudos epidemiolégicos sobre distonia, ndo apenas no
Brasil, mas em outros centros. A principal dificuldade esta na divergéncia entre o desenho dos
estudos, na definicdo de distonia e viés de selecao (Defazio et al, 2004; Steeves et al, 2012). Em um
pais de grandes dimensdes como 0 nosso, onde familiares estao distantes de centro de atendimento
especializado, esse problema é ainda mais importante. Redes de atencéo a essas familias seria a
melhor forma de consolidar o tratamento e pesquisa na area.

Outro ponto fragil € a obtencao de uma histéria familiar correta. Dada a variacdo da gravidade,
apresentacao e idade em diferentes membros, a avaliagdo de antecedente familiar positiva ou negativa
deve ser feita preferencialmente com exame direto dos parentes sob risco (Elia et al, 2010). Em nossa
coorte tentamos minimizar essa diferenga entrevistando e examinando familiares que viessem
espontaneamente como acompanhantes nas consultas e pedindo que fossem checadas informacdes
duvidosas.

A heterogeneidade clinica se aprofunda ao avaliarmos outras questées secundarias,
relacionadas a fatores de risco ambientais, resposta ao tratamento medicamentoso ou com toxina
botulinica e evolugéo. Por ser uma amostra heterogénea e ndo muito extensa, ndo encontramos
fatores de risco significativos, mas € possivel encontrar relatos de traumatismo cranio-encefalico,

traumas periféricos na regiao acometida, lesées da por¢ao anterior do globo ocular e relatos de
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sobrecarga emocional intensa préximo ao inicio do quadro, como relatado por outros grupos (Defazio
et al, 2011; Altenmuller e Jabusch, 2009; Martino et al, 2007).

A busca de gatilhos ambientas e moduladores de expressao fenotipica sdo um ponto de
convergéncia de diferentes linhas de pesquisa, onde se procura o que ha em comum entre diferentes
apresentagbes das distonias. Esse substrato é caracterizado por inibicao deficiente do SNC e as
anormalidades do processamento sensoriomotor, levando em conjunto a plasticidade anormal (Tanabe
et al, 2009). Também podemos chamar esse conjunto de caracteristicas presentes em diferentes
apresentagoes clinicas e mesmo em portadores assintomaticos de endofendtipos. Os dados vem
principalmente de estudos de imagem, mas a caracterizacao genética e bioquimica, especialmente
agora com a descoberta de genes relacionados a transmissao de distonias de inicio adulto (DYT?7,
DYT23, DYT25), é essencial na separacao do que é substrato do cérebro distonico e os gatilhos que
levam ao aparecimento da doenca.

Quanto aos resultados dos testes moleculares, temos achados relevantes em relagéo a duas
mutacoes.

No gene TOR1A, a delecao tipica encontrada em pacientes com DYT1 nao foi encontrada
nesse estudo. Por sua vez, o SNP rs1801968 foi alvo de diferentes estudos com resultados
conflitantes. Parece conferir protecdo quando encontrado em frans com a delGAG em portadores
assintomaticos (Risch et al, 2007, Kamm et al, 2008) e como fator de risco para distonia focal de inicio
adulto quando encontrado isoladamente em uma populacédo do norte da Alemanha (Bruggemann et al,
2009), o que nao foi confirmado em uma coorte holandesa (Groen et al, 2013). Estudos in vitro
mostram que a variante H216 induz a formagé&o de inclusdes semelhantes as encontradas com células
que expressam a torsinA deltaE (sem o residuo de acido glutamico), enquanto que num ambiente com
a torsinA mutante, a formacao de inclusdes é inibida (Bruggemann et al, 2009). Nossos pacientes
positivos para esse SNP tém apresentacdes clinicas variadas, incluindo tanto quadros generalizados
precoces como tardios focais. O fato de encontrar uma irma com fenétipo semelhante e genétipo
discordante levanta outras questdes sobre o papel dessa variante como fator de risco e ndo como
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heranga monogénica. As diretrizes atuais ndo recomendam o teste de DYT1 para pacientes sem
histéria familiar de inicio precoce ou inicio precoce no préprio probando (Albanese et al, 2011), porém
a presenca de alteragdes modificadores de penetrancia e risco € importante no ambiente académico. A
figura 5 mostra a frequéncia alélica em diferentes populagdes controle em comparagdo com a nossa
coorte (The 100 Genomes Project Consortium). Como o MAF (minor allele frequency), que expressa o
segundo alelo mais frequente, varia de 0 a 17% a possibilidade da diferenga entre os estudos ser
oriunda justamente de origem étnica diversa deve ser sempre levada em consideragao.

Figura 5 - Frequéncia alélica dos SNP 1801968, rs114150156 e rs2296793 de diferentes populagdes

controle e dos sujeitos (gene TOR1A)
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Figura 6 — Frequéncia alélica dos demais SNPs encontrados em diferentes populag¢des controle e dos

sujeitos (gene TOR1A)
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A auséncia da 904_906delGAG corrobora um aspecto, que € o da grande variagao da
prevaléncia de DYT1 em diferentes etnias, desde 1/16.000 em judeus Askhenazi a 1/200.000 em néo-
judeus (Muller e Kupke, 1990). Outras coortes de distonia primaria encontraram a delecdo em 2,7%
dos pacientes chineses, 15,9% em iranianos e 20,8% em poloneses (Cheng et al, 2011; Akbari et al,
2012; Gajos et al, 2007). Entre os nossos pacientes, ndo buscamos selecionar o tipo de distonia e
incluimos todas as isoladas idiopaticas. As atuais recomendagdes para a realizagdo de teste molecular
para a DYT1 sdo: pacientes com menos de 30 anos ou, se probando de inicio tardio, com familiar de
inicio precoce (Albanese et al, 2010). Este critério selecionaria 20 de nossos sujeitos, 0 mesmo que a
outra coorte brasileira de 21 pacientes que isolou a delecao em 1 paciente e seu irmao (De Carvalho
Aguiar et al, 2010).

A DYT6 tem apresentacdo clinica mais variada, porem envolvimento cervical e oromandibular
tende a ser mais frequente nesses individuos. Diversas mutagdes nosense, missense e frameshift
foram encontradas nos 3 exons, porém concentradas no dominio THAP, altamente conservada e
localizada na porgcao amino-terminal. Esta porcao esta representada em verde na figura 7, juntamente
com a regido central rica em prolina e a C-terminal em hélice onde esta o sinal de localiza¢do nuclear
(Xiromerisiou et al, 2012). Pelo menos 31 mutac6es patogénicas ja foram identificadas (Bragg et al,
2011)

Figura 7 - Dominios do gene THAP1
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O dominio THAP é o responsavel pela ligagao ao DNA, mas a perda de fungao encontrada nas
proteinas mutantes parece estar associada a uma perda de estabilidade do produto final e ndo a uma
perda da capacidade de ligagao (Campagne et al, 2012)

Apesar da DYT6 ser considerada de fenétipo misto, nosso paciente apresentou fenétipo
caracteristico, de inicio adulto jovem, rostral, com generalizacao e envolvimento vocal. A histéria
familiar com variagao fenotipica esta presente, como encontrado em outro estudo brasileiro (Camargo
et al, 2014), que também identificou mutacdes inéditas em sua amostra. A Federacao Europeia de
Sociedades Neuroldgicas recomenda que seja feito o diagnostico molecular em pacientes com inicio
precoce ou recorréncia familiar (ou ap6s exclusdo de DYT1), predominio craniocervical, com especial
atencao a presenca de disfonia. Nosso grupo apresenta 31 pacientes nessas condi¢oes, porém
encontramos apenas 1 mutagao patogénica (1,47%). Um estudo sérvio encontrou frequéncia de 1,8%
de DYT6 em sua coorte de 281 pacientes (Dobrici¢ et al, 2013) e 0 mesmo estudo chinés mencionado
anteriormente encontrou 2,7% de DYT6 em seus sujeitos (Cheng et al, 2011).

O gene THAP1 se mostrou em estudos posteriores um modulador da expressao de TOR1A.
Ele é um fator de transcricao que reprime a expressao, enquanto proteinas mutantes diminuem a
repressao. O gene THAPT1 foi encontrado em maior quantidade no cérebro em formagéao de ratos
(Gavarini et al, 2011). Um conceito interessante sobre a relacdo de mutacdes aparentemente benignas
com subtipos especificos de distonia (Lohmann et al, 2012) ainda estd em formagéao, pois algumas
mutagdes, mesmo inécuas, sao encontradas em maior frequéncia nos sujeitos sintomaticos. Porém
coortes pequenas para cada alteracao impedem que essa hip6tese seja estudada mais profundamente
(Lohmann et al, 2012, Xiromerisiou et al, 2012). A frequéncia alélica dos SNPs encontrados na
caracterizagao genotipica da DYT6 esta ilustrada a seguir, sendo que as trés variagdes encontradas
em apenas 1 alelo estdo no inicio e apresentam 0,8% aproximadamente de frequéncia do segundo
alelo mais prevalente (1/136). As demais frequéncias representadas nas figuras s@o oriundas da

Projeto 1000 genome, constituida por populagdes controle de etnias diferentes.
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Figura 8 — Frequéncia alélica dos SNPs encontrados no gene THAP1 nos sujeitos comparados a

diferentes populagdes controle
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Quanto ao achado de dois pacientes com SCAS3, consideramos relevante que, devido ao perfil
étnico brasileiro, apresentacdes atipicas de doengas mais prevalentes em nosso meio também sejam
alvo de investigagao académica lembradas entre os diagnosticos diferencias de nossos pacientes
(D’Abreu et al, 2010). O achado de graus varaveis de sindrome extrapiramidal distdnico-rigida é parte
dos quadros sugestivos de SCAS independente do subtipo clinico. AN e JBL ndo se encaixam em
nenhum dos subtipos classicos, apesar de terem uma expansao de 78 e 72 CAG respectivamente, o
que na literatura especializada sabe-se ser comum. Porém queremos ressaltar que a distonia pode ser
um achado presente em diferentes idades e combinac¢des de sintomas, mesmo em pacientes com
progressao lenta e ndao apenas no fenétipo tipo |, que acomete aproximadamente 13% dos individuos,
e é caracterizado por inicio precoce, espasticidade, rigidez e bradicinesia (Paulson, 2011), onde vemos

os casos de sindromes distbénicas mais proeminentes.
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CONCLUSOES

A avaliacao clinica demonstrou que, apesar de diferengas étnicas, algumas caracteristicas na
apresentagao das distonias sdo universais.

Os resultados dos testes moleculares para as mutacoées nos genes TOR1A e THAP1
demonstraram que em nossa coorte a mutagao classica para a distonia DYT1 esta abaixo da média
internacional. O polimorfismo D216H foi encontrada numa populagao que inclui irmas com genétipo
discordante e fenétipo semelhante e em 2 pacientes com fenétipo DYT1 classicos.

A nova mutacao encontrada, g.5308_5317del no fim do exon 1, aumenta o nimero de
mutacgdes encontradas na DYT6, porém com um mecanismo de perda de fungéo pela inibicao da

transcricao.
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ANEXOS

ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Estudo Clinico, Genético e de Neuroimagem das Distonias na Populacao

Brasileira

Investigador principal: Dra Anelyssa Cysne Frota D’Abreu

Colaboradores: Dra Iscia Lopes-Cendes

Dr Fernando Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a

participar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes com distonia. O objetivo geral do estudo é

o de avaliar as causa genéticas e as alteragcdes que ocorrem no cérebro dos pacientes que
apresentam esta doenga. A identificacdo de alterag6es genéticas na nossa populagéo e a avaliagéo
das imagens pode levar a um melhor conhecimento sobre as distonias e pode no futuro levar a uma
melhora no tratamento. As informacdes médicas a meu respeito que forem obtidas para esse estudo,
poderao ser compartilhadas com outros pesquisadores. Podendo assim ser utilizadas para outros fins
de pesquisa sobre as distonias, desde que este novo projeto tenha aprovagdo do Comité de Etica e
Pesquisa da FCM-Unicamp. O sigilo ser4a mantido em todos os estudos colaborativos através da
utilizacdo de um numero de codigo para a identificagdo dos individuos participantes.

Os objetivos principais deste estudo sao:

o Identificar a presenca de mutagdes genéticas em pacientes com distonia
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o Identificar alteragdes na ressonancia magnética que possam ajudar a entender melhor as
causas da distonia.

Este estudo envolve a realizagdo de:
o Avaliagéao clinica, com revisédo da histéria clinica, e exame neurolégico detalhado
o Coleta de sangue periférico para pesquisa das mutagdes Realizagdo de ressonancia
magnética: é uma técnica capaz de produzir imagens de alta qualidade e resolugao (nitidez)
anatémica, assim como informagdes sobre os tecidos. Essas imagens também poderao produzir
informagdes que serdo uteis para melhor definigdo do diagndstico e tratamento. O objetivo principal
desse estudo € determinar a importancia dessas informagdes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes farao
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha familia. Eu serei submetido a um
exame fisico neuroldgico para estabelecer meu estado clinico, além dos exames de sangue e
ressonancia magnética. Hospitalizacao nao sera necessaria.

A coleta de sangue é a mesma que é realizada para exames de rotina, e sera feita em uma veia
periférica no antebraco. O meu sangue sera armazenado por no maximo 5 anos, apos a sua coleta. Eu
( ) autorizo ( ) ndo autorizo a utilizagao do meu sangue para novas pesquisas, desde que/mesmo
que estas tenham sido aprovadas pelo Comité de Etica do HC-Unicamp. O procedimento de
ressonancia magnética é semelhante a uma tomografia. Eu fui informado que eu serei colocado em
uma maca e serei movido lentamente para dentro do aparelho de ressonancia magnética. Um alto
falante dentro do aparelho de ressonancia magnética possibilita a minha constante comunicagao com
as pessoas responsaveis pelo exame. Durante todo o tempo o pessoal médico e paramédico pode me
ver e ouvir, e eu posso ser removido(a) se for preciso; por exemplo, se durante o exame eu me sentir
mal ou com ansiedade por permanecer em local fechado. O procedimento pode durar entre 45 a 60
minutos. Durante a primeira parte do exame eu irei ouvir ruidos, tipo marteladas, por alguns minutos

enquanto o aparelho faz as imagens do meu cérebro. O restante do exame sera relativamente
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silencioso.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem com a minha participacao nesse estudo e que o meu
diagnostico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, os resultados desse
estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos com distonias, possibilitando
um melhor diagnéstico e futuramente um tratamento mais adequado. Os resultados de meus exames
ficardo a disposicao dos médicos responsaveis pelo meu tratamento, e poderao ser Uteis no futuro.

RISCO E DESCONFORTO:

Nao ha riscos envolvidos com a coleta de sangue periférico. Pode haver certo desconforto no
momento da coleta, assim como formacao de um pequeno hematoma. O Unico desconforto
relacionado a ressonancia magnética é o ruido intermitente durante os primeiros 15 minutos. Depois
disso o ruido sera muito menor. O pessoal técnico providenciara tapa-ouvidos para me deixar mais
confortavel. Uma das principais vantagens da ressonancia magnética € que esta nao utiliza raios X ou
outro tipo de radiagao ionizante, ao contrario de outros tipos de exame radiolégicos. As imagens sao
obtidas gragas a um campo magnético (ima), um transmissor e receptor de ondas de radio e um
computador que é utilizado para obter as informagdes bioquimicas e imagens da anatomia interna.
Nao existem efeitos nocivos associados com a ressonancia magnética dentro das condicdes utilizadas
atualmente. E muito importante informar aos médicos(as) e técnicos(as) caso eu tenha um marca-
passo cardiaco, um clipe de cirurgia para aneurisma cerebral ou qualquer outro objeto metalico
em meu corpo, que tenha sido implantado durante uma cirurgia ou alojado em meu corpo durante um
acidente, pois estes podem parar de funcionar ou causar acidentes devido ao forte campo magnético
que funciona como um ima muito forte. Eu também devo remover todos os objetos metalicos que
estiverem comigo (rel6gio, canetas, brincos, colares, anéis, etc), pois estes também podem
movimentar ou aquecer dentro do campo magnético.

SIGILO
Eu entendo que todas as informagdes médicas decorrentes desse projeto de pesquisa fardao
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parte do meu prontuario médico e serao submetidos aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes
ao sigilo da informacao médica. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins

de publicagao cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL

Eu entendo que posso pedir informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer momento. A
Dra Anelyssa D’Abreu (19) 3521-7754/ 35219217, estara disponivel para responder minhas questdes e
preocupagdes. Em caso de recurso, duvidas ou reclamagdes entrar em contato com a secretaria do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (19) 3521-
8936. Eu receberei uma copia deste documento para ser arquivado e consultado em caso de davidas.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO

Eu entendo que a minha participacao é voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento e interromper a minha participagédo no estudo a qualquer momento sem
comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP.

ACEITACAO DE PARTICIPACAO NO ESTUDO

Eu confirmo que o(a) Dr(a). me explicou o objetivo do estudo,

os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos, desconforto e possiveis vantagens que
venham desse projeto de pesquisa. Eu concordo com a realizagao da coleta de sangue e da
ressonancia magnética. Eu afirmo que li e compreendi esse formulario de consentimento e estou de
acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha
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Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a 0 objetivo do estudo, os

procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderao advir do estudo, usando o
melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario de

consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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ANEXO 2

Nome: Data:
HC: |dade: Data de Nascimento:
Procedéncia: Profissao: Escolaridade:

i Revisao da Historia:

a. Inicio dos sintomas:
b. Localizacao inicial:
(o Progressao da distonia:
d. Sintomas neurologicos associados:
ii. Fatores possivelmente associados a distonia: Data
Anoxia
Trauma (SNC)

Trauma (periférico)

Neuropatia (mesma localizagao da distonia)

AVC

Infeccéo

Disturbio Metabdlico (Especificar )

Exposicdo a neurolépticos (Especificar )

Alteragdes de neuroimagem

Disturbios mitocondriais
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Tumor

Anestesia Geral

Outros antecedentes:

iii. Antecedentes pessoais:

() tabagismo () alcoolismo ( ) outros:

Profissao:

Exposicao a agrotoxicos/ pesticidas: ( ) sim ( ) ndo. Se sim, especificar:

Exposicdo a metais pesados: ( ) sim ( ) ndo. Se sim, especificar:

Realizou trabalhos de soldagem? ( ) sim ( ) ndo. Se sim, especificar:

Consumo médio diario de café:

Consumo médio diério de refrigerantes:

Especificar tipo de bebida:
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iv. Historia de tratamento:
Medicacoées orais:
Artane
Triexifenidil
Levodopa

Benzodiazepinico (Especificar )

Neuroléptico atipico (Especificar )

Injecoes de Toxina Botulinica: Sim ( ) Nao( ). Se sim,especificar:
. Inicio do tratamento: Ultima aplicagao:

Outros:

V. Tratamento Atual:

Cirurgia: ( ) DBS ( )Palidotomia

Medicacoes Orais:
Medicacoes orais:
Artane

Triexifenidil
Levodopa

Benzodiazepinico (Especificar )

Neuroléptico atipico (Especificar )
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Injecoes de Toxina Botulinica: Sim ( ) Nao( ). Se sim,especificar:

. Inicio do tratamento:

Outros:

vi. Histoéria familiar:

Etnia:

Ultima aplicago:

Historia Familiar de Disturbio do Movimento:

( JHF +
( JHF -
( YHF possivel

( )Desconhecida

Heredograma:

———
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( ) distonia
( ) parkinsonismo
( ) mioclonus

( ) ataxia




vii. Exame Fisico

a. Outros achados neuroldgicos: d. Distribuigéao:

( )Sindrome piramidal ( )Generalizada

( )Alteragdes na sensibilidade ( )Hemidistonia

( )Achados cerebelares ( )Multifocal

( )Paralisia supranuclear ( )Segmentar

( )Alteragcao cognitiva ( )Focal

() Alteragao psiquiatrica ( )Outro

b. Distonia: e. Classificacao:

( )Definitiva Primaria

( )Provavel Primaria Plus:

( )Possivel ( )Distonia dopa-responvisa
( )Sem distonia ( )Distonia-mioclonia

( )Qutro disturbio do movimento ( )Distonia —parkinsonismo

( )Distonia paroxistica
C. Fatores associados: ( )Parkinsonismo

( )Flutuagdes diurnas

1.1 1.2
Responsiva ao alcool R. @ L.
(JResp A=y |
3 13. Spas. dysphonia

( )Responsiva a levodopa Gl s [ 7 &

( )Inicio subito 8

( )Histéria de remissé@o

( )Musico

(' )Distonia+outro achado neurolégico
( )Mioclénus

( )Tremor

( )Parkinsonismo
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. Distonia somente com agao especifica
. Distonia com diversas agoes
. Distonia de acao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso

. Inclinagéo lateral leve. Clinicamente insignificante.
. Inclinagéo clara, mas néo interfere com marcha e posi¢éo supina.
. Inclinagdo moderada. Interfere na marcha e manutengéo da posi¢éao supina.

Regido Fatores desencadeante Gravidade peso | Score
Olhos 0. Sem distonia 0. Sem distonia 0.5
1. Distonia somente com agao especifica 1. Leve. Piscamento ocasional.
2. Distonia com diversas agdes 2. Leve. Piscamentos freqUentes, sem espasmos prolongados de fechamento
3. Distonia de ac¢ao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso ocular.
4. Distonia presente no repouso 3. Moderado. Fechamento ocular prolongado, mas olhos abertos a maior parte do
tempo.
Boca 0. Sem distonia 0. Sem distonia 0.5
1. Distonia somente com agéo especifica 1. Leve. Movimentos de lingua e mandibulas ocasionais.
2. Distonia com diversas agdes 2. Leve. Movimento presente menos de 50% do tempo.
3. Distonia de agao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso 3. Movimentos ou contragdes disténicas moderadas presentes a maior parte do
4. Distonia presente no repouso tempo.
4. Movimentos ou contragdes distonicas severas presentes a maior parte do tempo.
Falae 1. Ocasional, uma ou ambas 0. Normal 1
degluticio | 2. Uma destas freqiiente 1. Leve, fala facil de entender ou engasgos ocasionais.
3. Uma desta freqliente e outra ocasional 2. Alguma dificuldade para entender fala ou engasgos freqlientes
4. Ambas freqlientes 3. Dificuldade importante para entender fala ou inabilidade de engolir comidas
solidas
4. Anartria, ou dificuldade grave para engolir comidas pastosas e liquidas.
Pescogo 0. Sem distonia 0. Sem distonia 0.5
1. Distonia somente com agao especifica 1. Leve. Repuxo ocasional.
2. Distonia com diversas agoes 2. Torcicolo 6bvio, porém leve.
3. Distonia de agao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso 3. Repuxo moderado.
4. Distonia presente no repouso 4. Repuxo severo.
Brago D 0. Sem distonia 0. Sem distonia 1
1. Distonia somente com agao especifica 1. Distonia leve. Clinicamente insignificante.
2. Distonia com diversas agoes 2. Leve, distonia 6bvia porém nao incapacitante.
3. Distonia de agao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso 3. Moderada, consegue segurar, alguma fungdo manual.
4. Distonia presente no repouso 4. Grave. Sem funcdo manual.
Brago E 0. Sem distonia 0. Sem distonia 1
1. Distonia somente com agéao especifica 1. Distonia leve. Clinicamente insignificante.
2. Distonia com diversas agoes 2. Leve, distonia 6bvia porém néo incapacitante.
3. Distonia de agao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso 3. Moderada, consegue segurar, alguma fungdo manual.
4. Distonia presente no repouso 4. Grave. Sem fungdo manual.
Perna D 0. Sem distonia 0. Sem distonia 1
1. Distonia somente com agéao especifica 1. Distonia leve. Clinicamente insignificante.
2. Distonia com diversas agoes 2. Distonia leve. Anda sem assisténcia em boa velocidade.
3. Distonia de acao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso 3. Distonia moderada. Requer assisténcia ou marcha gravemente afetada.
4. Distonia presente no repouso 4. Grave. Nao consegue ficar em pé, ou andar na perna afetada.
Perna E 0. Sem distonia 0. Sem distonia 1
1. Distonia somente com agéao especifica 1. Distonia leve. Clinicamente insignificante.
2. Distonia com diversas agoes 2. Distonia leve. Anda sem assisténcia em boa velocidade.
3. Distonia de acao de parte remota do corpo ou intermitente no repouso 3. Distonia moderada. Requer assisténcia ou marcha gravemente afetada.
4. Distonia presente no repouso 4. Grave. Nao consegue ficar em pé, ou andar na perna afetada.
Tronco 0. Sem distonia 0. Sem distonia presente. 1
1 1
2 2
3 3
4 4

. Distonia presente no repouso

. Inclinagéo grave. Paciente nao consegue andar ou manter-se em pé.
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Unusual presentation of a not so rare disease: searching for the molecular diagnosis of patients with

generalized dystonia

Dystonia is a movement disorder characterized by sustained or intermittent muscle contractions
causing abnormal, often repetitive, movements, postures, or both!. For the last three years, in order to
better understand the clinical and genetic profile of dystonia syndromes in Brazil, we have
systematically evaluated patients with dystonia, performing a review of the clinical presentation, brain
MRI and molecular studies (DYT 1 and DYT 6). So far we have enrolled 112 subjects, all recruited in a
single clinical center. Patients were followed prospectively and examined by the same group of
neurologists. Clinical classification of 96 patients, excluding 16 patients with acquired (secondary
dystonia), is presented in table 1. Here we report two unrelated patients with similar clinical presentation

and an unexpected molecular diagnosis.

The first is AN, a 23 year-old male with difficulty in speech since 16 years of age, with a
tendency to keep mouth open and slow articulation of words, symptoms were much milder at rest. There
also was a subjective feeling of loss of coordination and rare falls. Family history was positive for a
sister, father and uncle with progressive dysfunction of speech and gait beginning in early adulthood.
Physical examination on February 2010 showed dystonia of jaw opening, cervical tremor, mild postural
instability with good tandem walk, a careful gait, slight inversion of right foot, mild intention tremor,
horizontal nystagmus, upper gaze palsy, no apendicular dysmetria and brisk tendon reflexes in lower
limbs. Investigation of secondary causes showed a TSH: 12.79 UI and normal MRI, CSF and EMG.
DYT6 and DYT1 mutations were negative Fourteen months into follow up, we observed mild ataxia,

which led to the positive testing for SCA3.
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The second patient is JBL, a 51 year-old male from the north of the country with an uneventful
medical history until 2002, when he suffered a car accident with a hip fracture and a left inner ear
trauma. He then developed hearing loss, vertigo, general weakness combined with shortness of breath
and, 3 years prior to our first consult in November 2010, a difficulty in keeping eyes open. Family
history was, at first, unremarkable. Physical examination showed blepharospasm, pursing of lips,
platismal contractions, sagittal deviation of neck with mild anterocollis, strained voice with irregular
breathing rhythm because of involuntary respiratory muscles contractions, feet inversion during gait,
more evident on the right side. The patient main complaint was the feeling of tightness around the chest
and eye closure in the sunlight. He was offered botulinum toxin injections with partial response to low
doses in orbicularis and no response on cervical muscles, with dysphagia at higher dosage. DYT6 and
DYTI sequencing showed no alterations. On the following visits we noticed axial ataxia. Upon further
questioning he mentioned his aunts had vertigo and poor balance. Molecular testing confirmed the SCA3
mutation.

Generalized dystonia has an evolving pattern and multiple etiologies. Despite the clinical
presentation resembling hereditary dystonia, these 2 patients illustrate the need for reevaluation at each
medical visit and stress the importance of exploring the family history. Neurodegenerative diseases were
usually neglected in the past in Brazil, especially in remote areas. Presently, we are witnessing the first
generation of patients taking interest in treating themselves and understanding their diagnosis?.
Therefore, a clear family history is rare and it is usually very difficult to personally exam relatives due to
poor family contact or long distances.

To this date only 1 Brazilian patient had a confirmed mutation in the TOR1A gene and 11 patients had

new THAPI1 gene mutations identified3. In our cohort, no patient had the GAG-del characteristic of
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DYT1 and we are currently analyzing the impact of 3 new mutations found in the THAP1 gene.
Conversely, the SCAs have a worldwide prevalence of 0.3-2.0/100000, while SCA3 is responsible for
69-92% of those in Brazil?. SCA3 clearly is an important differential diagnosis in patients with

hereditary dystonia in Brazil and possibly in other areas with comparative disease prevalence.
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Table 1: Clinical Classification of Dystonia'.

Distribution Clinical Age of onset number
Characteristic of
patients
Focal (33) Combined Childhood 1
Isolated Early Adulthood 13
Late Adulthood 19
Segmental (35) Combined Adolescence
Early Adulthood
Isolated Early Adulthood 4
Late Adulthood 29
Multifocal (2) Combined Late Adulthood 1
Isolated Childhood 1
Generalized (26) Combined Childhood 6
Adolescence 4
Late Adulthood 1
Isolated Infancy 2
Childhood 8
Adolescence 1
Early Adulthood 2
Late Adulthood 2
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