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Sumario

Introduc¢ao: Uma expansdo hexanucleotidica no gene C9ORF72 foi recentemente
identificada como a causa genética mais frequente de Deméncia Lobar Fronto-Temporal
(DLFT) e/ou Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA). Esta descoberta revela a existéncia de
um mecanismo fisiopatolégico comum a estas duas doengas neurodegenerativas.
Actualmente, diversos estudos tém sido realizados com o intuito de delinear as
caracteristicas clinicas, imagioldgicas e patologicas associadas a esta mutagao.

Objectivo: Analisar retrospectivamente as caracteristicas clinicas distintivas dos
doentes e dos familiares nos quais foi identificada a expansao patogénica no laboratério de
Neurogenética do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de
Coimbra.

Métodos: A pesquisa da expansdo hexanucleotidica GGGGCC no gene C9ORF72,
foi realizada no ambito do Consércio Europeu de Deméncia de inicio precoce (EOD-
Consortium) e inclui doentes/familiares observados em duas Consultas de Neurologia de
hospitais centrais. A informacdo relativa a idade de inicio, género, duracdo da doenga,
diagnostico principal e variantes, histéria familiar bem como a evolucdo clinica foi
facultada pelos médicos assistentes ao solicitar o estudo genético e complementada com a
andlise retrospectiva dos processos clinico nos doentes em que foi identificada a mutagao.

Resultados: A pesquisa da expansdo foi realizada inicialmente num total de 129
individuos, 121 doentes (DLFT=104; DLFT-ELA=8; ELA=3; outras=6) ¢ 8 familiares,
tendo sido identificada em 15 doentes e em 6 familiares assintomdticos. Nao se observou
uma diferenca significativa da idade média de inicio da doencga e género entre os grupos de
doentes com e sem expansdo no C9ORF72. No entanto foi confirmada uma maior

agregacdo familiar nos doentes com a expansao (p=0.002). Dos 15 doentes com a mutagao,



10 (9,6%) estavam classificados como DLFT, 3 (37,5%) como DLFT-ELA e 2 (67%)
como ELA. De notar que a maioria dos casos de DLFT e ELA apresentavam as formas
DLFT variante comportamental (DLFTvc) e ELA bulbar (ELAb), respectivamente.

Discussao: Na nossa casuistica, observou-se no grupo dos doentes com a mutacao
identificada uma grande heterogeneidade relativa a idade de inicio e a duracdo de doenca,
assim como um elevado pleomorfismo clinico quer inter quer intrafamiliar, confirmando-
se no entanto que os fendtipos dominantes sao as formas DLFTvc e ELAb isoladas ou em
associacdo. E de referir que, no estudo presente, o espectro de apresentacdes clinicas
associado a presenca desta expansdo patogénica foi alargado a um quadro de epilepsia
criptogénica e de Doenca de Paget, ndo descrito anteriormente.

Conclusoes: A presenca de histéria familiar de DLFT e/ou ELA nomeadamente
sob as formas DLFTvc e ELAD isoladas ou em associa¢do, em individuos jovens, sao
elementos que deverdo alertar o clinico para a presenca da mutacdo no gene C9ORF72 e

para um posterior estudo genético destas familias.

Palavras-chave: degenerescéncia lobar frontotemporal; esclerose lateral amiotréfica;

doencas neurodegenerativas; C9ORF72; fenétipo.



Abstract

Introduction: An expanded hexanucleotide repeat in the C9ORF72 gene has been
identified as the most frequent genetic cause for Frontotemporal lobar degeneration
(FTLD) and/or Amiotrofic Lateral Sclerosis (ALS). This discovery reveals the existence of
a physiopathological mechanism that is common to both of these neurodegenerative
conditions. Several studies are being made with the purpose to trace the clinical,
imagiological and pathological features associated to this mutation.

Goal: A retrospective analysis has been made focusing in the clinical features of
the patients and their family members in whom the pathological expansion was found in
the Neurogenetic laboratory in the Centre for Neurosciences and Cell Biology of
Coimbra’s University.

Methods: The search of the expanded GGGGCC hexanucleotide repeat in
C90ORF72 gene was made in behalf of the European Early-Onset Dementia Consorcium
(EOD-Consortium) and included patients/family members seen in neurology appointments
in primary hospitals. The information regarding age of onset, gender, disease duration,
main diagnostic and subtypes, familial history, as well as clinical evolution, was given by
the assistant doctor as they required the genetic study and complemented by a retrospective
analysis of the clinical files of the patient in whom mutation was found.

Results: Initially, the search of the mutation was made in a total of 129 patients,
121 with disease (FTLD=104; FTLD-ALS=8; ALS=3; others=6) and 8 family members.
The mutation was found in 15 patients and in 6 asymptomatic family members. There was
no significative difference neither in the mean age of onset or in gender between the group
with and the group without the expansion in C9ORF72. On the other hand, a significant
familial clustering was confirmed in the patients with the expansion (p=0.002). Of the 15

patients with the mutation, 10 (9,6%) were classified DLFT, 3 (37,5%) as DLFT-ELA and
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2 (67%) of them with ALS. It is noteworthy that most of the FTLD and ALS cases showed
the subtypes of behaviour variant FTLD (FTLDbv) and bulbar ALS (ALSb), respectively.

Discussion: In our cohort, we found that patients with the mutation presented with
a great heterogeneity regarding the age of onset and disease duration, as well as a wide
variety of clinical presentation between families and even within the same family. We
confirmed that the dominant phenotypes are FTLDbv and ALSb, either isolated or
together. Of note that in this study, the spectrum of clinical features associated with the
mutation was widened due to cases presenting cryptogenic epilepsy and Paget Disease, not
reported before in association with C9ORF72 expansion.

Conclusions: The presence of familiar history of FTLD and/or ALS, specially the
subtypes FTLDbv and ALSD isolated or together, in young individuals, are key features
that should alert the clinician to the presence of the C9ORF72 gene mutation, leading to a

genetic study of these families.

Keywords: frontotemporal lobar degeneration; amiotrophic lateral sclerosis;

neurodegenerative disorders; C9ORF72; phenotype.



1. Introducao

A associacdo clinica entre a Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) e a
Degenerescéncia Lobar Fronto-temporal (DLFT) € reconhecida. Sabe-se que alguns
doentes com ELA desenvolvem alteracdes cognitivas'” e a associacdo de Deméncia
Frontal com ELA ¢ classificada como uma variante clinica de DLFT de acordo com os
critérios de diagn(’)stico3’4. Especula-se, inclusivamente, se a DLFT e a ELA constituirao
dois extremos de um mesmo espectro clinico, partilhando bases patolégicas e genéticas™®.

A DLFT € a segunda causa mais frequente de deméncia pré-senil (apds a Doenga
de Alzheimer), com uma prevaléncia de 15 casos em cada 100,000, nos individuos com
idades compreendidas entre os 45 e os 65 anos’®. Afecta igualmente ambos os géneros e
caracteriza-se habitualmente por alteracdes de comportamento, conduta social e problemas
de linguagem. Existem trés subtipos clinicos principais de DFTL: a Deméncia Fronto-
temporal variante do comportamento (DFTLvc) é a forma de apresentacdo mais frequente
e caracteriza-se por alteragdes do comportamento/personalidade e défice excutivo,
observando-se nas fases iniciais uma relativa preservacao da memoria e das funcdes visuo-
perceptivas’; duas formas variantes de Afasia Primdria Progressiva (APP), a qual pode ser
fluente (APPf), ou nao fluente (APPnf)lo’“. Em estadios mais avancados de doenca,
doentes com DLFT podem apresentar uma conjugacdo dos diversos subtipos clinicos,
sendo também possivel desenvolverem sintomas de doenga do neurénio motor (DNM) ou
de sindrome cortico-basal'>™">. Aproximadamente 50% dos doentes com DLFT apresenta
uma histéria familiar de deméncia ou alteracdes cognitivas e comportamentais relacionadas
com a doenca. Foram, até agora, identificados 3 genes principais (MAPT, PGRN e
C9ORF72), que parecem explicar até 40% dos casos'*'®"".

A ELA € uma doenga neurodegenerativa fatal, caracterizada por uma paralisia

insidiosa mas rapidamente progressiva, ocorrendo a morte aproximadamente entre 3 e 5
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anos apGs o inicio dos sintomas, devido a faléncia respiratéria'®. Afecta 2 em cada 100.000
pessoas, constituindo a forma mais comum de doenca progressiva do neurénio motor. E
caracterizada por um atingimento seletivo e simultaneo dos neurénios motores central e
periférico'®. Sdo descritas duas formas principais de apresentacdo: a ELA espinhal (ELAe),
caracterizada por um atingimento muscular distal dos membros, com fraqueza progressiva,
atrofia dos musculos interésseos e fasciculagdes; a forma bulbar (ELAb) manifesta-se
essencialmente por disartria, disfagia, disfonia e atrofia com fascicula¢des da lingua'®. O
componente central € comum a ambas as formas e manifesta-se por hiperreflexia miotética,
reflexos cutaneo-plantares em extensdo, eventualmente espasticidade e frequentemente
incontinéncia emocional'®. A ELA tem uma transmissdo familiar em aproximadamente 5%
dos casos, seguindo geralmente um padrdo de transmissdo autossémico dominante,
conhecendo-se vérios genes associados 2 doenca (SOD1, TARDBP e FUS)".

Em Outubro de 2011, dois grupos independentes, identificaram uma expansao de
repeti¢des de hexanucledtideos « GGGGCC », localizada na regido intrénica do
cromossoma 9, open reading frame 72 (C9ORF72), aparentemente responsavel pelo
fenétipo em causa’”*!. Desde essa altura, vdrios coortes de doentes de diferentes regides
geograficas foram estudados para a presenga desta expansao patogénica e verificou-se que
esta mutacdo representa a causa genética mais comum de FLTD e ELA identificada até a
data®. Tendo em conta estes estudos, propos-se que a forma de DLFT associada a
mutacdes no C9ORF72 possa ser qualitativamente distinta de outras formas de DLFT*. Na
verdade, estes estudos mostraram um fendtipo bastante mais pleomorfico, descrevendo-se

3, sendo

inclusivamente casos clinicamente muito semelhantes a Doenga de Alzheimer
igualmente proposta recentemente como a causa mais frequente de fenocopias de Doenca

de Hungtingt0n24.

A mutacdo C9ORF72 apresenta um padrdo de transmissio autossomico dominante,



com elevada penetrancia e dependente da idade (50% aos 58 anos e 100% em individuos
aos 80 anos)g’25 . E, portanto, importante, sensibilizar os clinicos para as caracteristicas
fenotipicas associadas a expansdo no gene C9ORF72 de modo a que se possa oferecer uma

melhor avaliacdo e seguimento dos doentes portadores.

Assim, o presente trabalho teve como objectivo fazer a andlise retrospectiva as
caracteristicas clinicas distintivas dos doentes e dos familiares nos quais foi identificado a

expansdo patogénica do C9ORF72 no laboratério de Neurogenética do CNC.



2. Materiais e Métodos

2.1 Populacdo Estudada

Os individuos incluidos neste estudo apresentam sintomatologia clinica no
espectro da DLFT e ELA e foram referenciados pelas Consultas de Deméncia e de
Patologia Neuromuscular do Servico de Neurologia do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra e do Servigo de Neurologia do Hospital Sdo Joao, no Porto. O diagndstico
clinico de DLFT foi estabelecido por neurologistas experientes, de acordo com os critérios
de Neary’, enquanto o diagnéstico de ELA se baseia nos critérios de El scoria®®. Todos os
dados apresentados sdo baseados nas informacdes facultadas pelos médicos assistentes ao
solicitar o estudo genético, sendo que nos doentes em que se identificou a mutagdo
patogénica, estas informagdes foram complementadas com a andlise retrospectiva dos
processos clinico. Para cada doente foram descritas a idade de inicio, a dura¢do da doenga
o género, o diagndstico principal e variantes e a evolucdo clinica. No sentido de avaliar a
probabilidade de uma causa genética, foi realizado a avaliacdo de Goldman, desenvolvido
por Mahoney e colaboradores o qual se baseia na prevaléncia familiar de DLFT e/ou ELA
e na idade de inicio da doenca. Nos extremos desta avaliacdo estdo os individuos que
apresentam uma avaliacdo de Goldman de 1, que corresponde a uma familia com DLFT ou
ELA e padrio de transmissdo autossémico dominante, onde a probabilidade de existir uma
causa genética € superior a 80%; e os individuos com um avaliacdo de 4 (auséncia de
histéria familiar de DLFT ou ELA), indicando uma probabilidade de uma causa genética

inferior a 5%.



2.2 Analise Genética

A pesquisa da expansao hexanucleotidica GGGGCC no gene C9ORF72, foi
realizada no ambito do Consércio Europeu de Deméncia de inicio precoce (EOD-
Consortium) e consistiu numa primeira fase na andlise de fragmentos, short tandem repeat
(STR) usando primers flanqueadores da regido polimérfica das unidades repetidas G4C,
permitindo a determinacao exacta do tamanho dos alelos normais. Todos os individuos que
apresentavam apenas uma banda nos eletroferogramas resultantes da anédlise STR, foram
de seguida analisados através de RP-PCR (repeat-primed PCR) que tem a capacidade de
amplificar um alelo com a expansdo, usando primers especificos marcados com
fluorocromos®’. Ambos os produtos amplificados por STR ou RP-PCR foram analisados
num Sequenciador automatizado (DNA Sequencer ABI PRISM 3130, Applied
Biosystems), e o seu tamanho foi quantificado através de um software apropriado

(Genemapper software, Applied Biosystems).

2.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada recorrendo ao programa Statistical Package for
the Social Sciences (versao 18, PASWStatistics software). A comparagdo entre varidveis
continuas (idade de inicio) foi realizada usando o teste de Mann-Whitney U. O teste de

- 2 . DT . . P e L. oy
Pearson’s y” foi usado para varidveis qualitativas (género e presenca de histdria familiar).
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3. Resultados

A pesquisa da expansdo hexanucleotidica no gene C9ORF72 foi realizada num
total de 129 individuos, 121 doentes (DLFT=104; DLFT-ELA=8; ELA=3; outras=6) ¢ 8
familiares. No coorte de doentes, 65 (40%) eram do género feminino, sendo a idade média
de 59,0 + 8 anos em que 32% dos casos apresentavam historia familiar positiva (Quadro I).
Este coorte, inclui 104 doentes com DLFT (tendo as formas diagnosticadas sido
DLFTvc=82; variante afasicas=14; DLFT-Paget=1) e em 7 doentes ndo existiam
informacdes clinicas suficientes para os categorizar. Dos doentes com envolvimento do
neurénio motor, 3 apresentavam uma forma puramente neuromuscular, enquanto em 8 se
confirmou a associacdo precoce de ELA e deméncia do tipo frontal. Os outros doentes
apresentavam sindromes parkinsénicos (5 casos) e um caso de deméncia em associa¢io
com paraparésia.

A expansdo patogénica foi identificada em 15 doentes (12,4%), sendo 6 (40%) do
género feminino, com uma idade média de 59,3 + 7 anos, tendo o doente mais jovem um
inicio aos 47 anos e o mais idoso aos 73 anos. De notar que ndo se observou qualquer
diferenca significativa entre os doentes com e sem expansdo relativamente ao género e a
idade média de surgimento da doenga. No entanto, no que diz respeito a presenga de
histéria familiar, a andlise comparativa entre doentes que possuiam ou ndo a expansdo
(67% versus 27%) revelou uma diferenca estatisticamente significativa (p=0.002), (Quadro
I). Destes individuos com a mutagdo, 10 (9,6%) estavam classificados como DLFT, 3
(37,5%) dos casos de DLFT-ELA, 2 (67%) dos casos de ELA. Dos 10 casos DLFT, 9
estavam sub-classificados na variante clinica DLFTvc (11% dos casos com esta variante) e
1 caso unico de DLFT-Paget possuia a mutacdo. Dos 6 casos de ELA associado ou ndo a

DLFT, 6 apresentaram formas bulbares. De notar, que nado foi identificada a expansdao em
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nenhum dos 14 doentes com as variantes afasicas, bem como nos 6 doentes com

sintomatologia mais atipica e ainda nos 7 doentes com DLFT nao classificada.

Com expansao Sem expansao Total
CI90RF72 CI90ORF72
n 15 (12%) 106 (88%) 121
Género (fem.) 6 (40%) 59 (56%) 65 (54%)
Idade 58370 59,1 +84 59,0 +8.,0
Historia familiar + 10 (67%) 28 (27%)* 38 (32%)
Diagnéstico
DLFT 10 (9,6%) 94 (90,4%) 104
ELA 2 (66,7%) 1 (33,4%) 3
ELA+DLFT 3 (37,5%) 5(62,5%) 8
Outras 0 (0%) 6 (100%) 6

Quadro I - Dados numéricos da frequéncia da mutacdo, avaliagdo demografica, histéria
familiar e clinica apresentada dos casos neste coorte. * Teste do Qui-quadrado; p=0.002

No Quadro II estdo apresentados os dados relativos aos 15 casos index estudados.
Neste coorte a duracdo média da doenca foi de 7,8 anos, tendo como duragdes limite 2 e 14
anos. Aquando a escrita do texto, 5 dos doentes ja tinham falecido e nao existia informagao
disponivel para o caso index 12. Relativamente a histéria familiar, em 9 casos existia um
familiar em primeiro grau afectado, sendo todos classificados (9/9) com avaliagdo de
Goldman 1. Dois doentes eram aparentemente esporadicos (tendo sido classificados com
avaliacdo de Goldman 4). De notar que em 4 casos nao foi possivel determinar a histéria

familiar (Figura 1).
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Caso/Familia Sexo  Diagnéstico final Idade Duracao Score de
primeiro da doenca  Goldman
sintoma

2/Familia B M DLFTvc + PDB 57 2 1

4 F DLFTvc 48 6 4

6 M DLFTvc + ELADb 49 vivo 1

8 M DLFTvc +ELADb 60 Vivo 1

10 F DLFTvc 59 viva 1

12 M DLFTvc 73 Vvivo ?

14 F DLFTvc 57 viva ?

Quadro II - Dados clinicos dos casos index que apresentam a mutagdo C9ORF72

Doenca de Alzheimer (AD); Esclerose Lateral Amiotréfica variante bulbar (ELAD);
Esclerose Lateral Amiotréfica variante espinhal (ELAe); Deméncia Lobar Fronto-
Temporal variante comportamental (DLFTvc): Doenga de Paget (PDB).
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Figura 1: Avaliacio de Goldman aplicado aos casos index do coorte; informacdo nao
disponivel (Info ND).

Ap6s identificagdo da expansdo patogénica no caso index, o estudo molecular foi
alargado a 8 familiares pertencentes a 3 familias (2 DLFTvc; 1 DLFT-Paget) e a expansao
foi encontrada em 6 individuos (75%). De notar que, todos os familiares ainda numa fase
pré-sintomaética, vieram referenciados de uma consulta de aconselhamento genético onde
deram o seu consentimento informado de acordo com as Boas praticas vigentes relativas a
realizacdo de testes genéticos preditivos. Passamos agora a descrever com maior pormenor
estas familias e, como se verd, a apresentacdo clinica dos sintomas é heterogénea entre os
doentes do coorte, assim como entre os individuos pertencentes a mesma familia.

A Familia A: O caso index 1 apresentou clinica de DLFTvc aos 53 anos, falecendo
10 apés o inicio dos sintomas, enquanto a sua irma, também portadora da expansio,
manifestou clinica de ELA, de inicio aos 46 anos, tendo falecido 2 anos depois. O seu
irmdo faleceu igualmente de ELA, aos 49 anos, enquanto a sua mée apresentou um quadro
de ELA+DLFTvc, que se iniciou aos 56 anos. De referir ainda a presenca de deméncia de
inicio tardio na sua avo materna (Figura 2).

Familia B: A partir do caso index 2 foram estudados 6 familiares, 4 dos quais

portadores da expansdo patogénica no C9ORF72. O caso index apresentou um fendtipo de
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DLFTvc aos 57 anos, associado a uma doencga de Paget (PDB), falecendo 2 anos apds o
inicio dos sintomas. A mae (II1), manifestou sintomatologia compativel com DLFT e
eventualmente parkinsonismo e o seu avo (I2) faleceu aos 50 anos num hospital
psiquidtrico com um quadro de deméncia com alteracdes parandides. De notar, que um dos
seus tios (I13), era seguido na Consulta de Deméncia por apresentar defeito de memoria e
uma sintomatologia compativel com Doenca de Alzheimer; apds a identificacdo da
mutacdo CY9ORF72 no sobrinho (I12), efetuou uma Tomografia de Positrdes com um
marcador especifico para amiléide (PIB-PET), que demonstrou a auséncia de placas deste
peptideo e posteriormente demonstrou-se que também era portador da expansdo. Dos 5
irmaos do caso index, 3 sdo portadores aparentemente assintométicos. Curiosamente nesta
familia foi identificada a mutag@o, P392L no gene SOQSTMI que segrega com a doenga de
Paget (afecta 3 individuos da terceira geragdo), pelo que nesta familia existem 2 casos (um
deles o caso index) de associa¢do de mutacgdes - a expansao no gene C9ORF72 e a mutacao
P392L no gene SQSTM1 (Figura 2).

Familia C: além do caso index 3, foi estudada uma filha demonstrando-se ser
portadora mas assintomatica. A doente apresentava uma clinica de DLFTvc e ELAb, que
se iniciou quando tinha 49 anos, falecendo 14 anos apds o inicio da doenca. Como
antecedentes familiares de salientar que o seu irmao tinha falecido aos 53 anos com um
quadro demencial, alteracdo da linguagem e tetraparesia e a sua mae faleceu com um
quadro de diminuicao de for¢a generalizada, ndo estando a idade referida no processo.

Relativamente aos doentes com histdria familiar aparentemente positiva, mas sem
confirmacao genética nos familiares, os casos index estdo referenciados no Quadro II com
os numeros: 5, 6, 7, 8, 9 e 10. De notar que nestes casos existe uma elevada prevaléncia de
ELA nos familiares.

O caso index 5, com antecedentes de epilepsia tardia, desenvolveu aos 65 anos,
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mais ou menos simultaneamente ELAe e defeito cognitivo amnésico, vindo a falecer 7
anos apos o inicio da doenga. Como antecedentes familiares, de salientar a presenga de um
quadro de DLFT+ELA no avd paterno e no pai, ambos com inicio em por volta dos 60
anos.

O caso index 6 manifestou sintomas compativeis com DLFTvc aos 49 anos, e por
volta dos 60 anos desenvolveu um quadro de disfagia, bradicinésia, hipomimia e tremor
postural associados a espasticidade nos quatro membros, mas sem disfun¢do do neurdénio
motor. Pode assim ser classificada de ELAb com grande envolvimento do 1° neurénio. A
nivel familiar, tanto o seu pai como a sua tia paterna tinham uma clinica de DLFTvc, que
teve inicio em ambos aos 60 anos.

O caso index 7, apresenta um quadro de DLFTvc que se iniciou quando o doente
tinha 47 anos, tendo a sua mée falecido de ELA (com inicio dos sintomas aos 50 anos e
morte apos 5 anos).

O caso index 8, apresenta uma clinica de DLFTvc e de ELAD, que se iniciou aos
60 anos, manifestando-se inicialmente sob a forma de ELAe, evoluindo progressivamente
para a forma bulbar. Aos 63 anos o doente passou a apresentar um quadro de
comportamentos impulsivos e agressivos. A nivel familiar, de salientar que tanto a sua
irma como a sua mae (ja falecida) foram diagnosticadas com um quadro de ELA.

O caso index 9, apresenta um quadro de ELLAe com inicio aos 60 anos e apatia/
alteracdoes comportamentais que se manifestaram 5 anos apds o diagndstico de ELA. Um
dos seus irmaos tinha ja falecido com um perfil clinico de ELA idéntico, suspeitando-se do
diagnéstico de ELA num outro irmd3o. Os seus pais, ambos ja falecidos, eram
aparentemente sauddveis.

O caso index 10, tem uma DLFTvc que se iniciou por volta dos 59 anos, tendo a

sua mae também sido diagnosticada com DLFTvc, com inicio aos 65 anos.
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Relativamente aos casos aparentemente esporddicos, o caso index 4, desenvolveu
DLFTvc aos 48 anos; 5 anos apds o diagndstico apresentava um quadro de mutismo e de
comportamento estereotipado, falecendo 7 anos apds o diagndstico inicial.

O caso index 11, foi referenciado pela psiquiatria por apresentar inicialmente (aos
58 anos) e no decurso da doenga, sintomas psicoticos. Posteriormente associou
caracteristicas cognitivas e comportamentais compativeis com DLFTvc.

Os casos index de 12 a 15, foram classificados de DLFTvc mas nao ha informacio

concreta sobre a respectiva histéria familiar.

ELA
DLFTve

Demenieh L smporamie &1 Parim|de

B

JHRENN

. o H

+ * *

v O M O 0,00

Figura 2: Arvores genealdgicas das familias do caso #1 (Familia A) e dos casos index #2
(Familia B). Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA); Deméncia Fronto-Temporal variante do
comportamento (DLFTvc); Doenca de Alzheimer (DA); Doenca de Paget (PDB); portador
da mutacdo C9ORF72 (+).
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4. Discussao e Conclusoes

O presente estudo foca-se no fenétipo clinico associado a expansao no C9ORF72.
Esta mutacdo foi descrita muito recentemente e sé agora se comecam a identificar os
fendtipos mais tipicos, bem como o mecanismo patolégico associado. O aspecto mais
relevante desta mutacgdo, € ter sido pela primeira vez descrita uma expansao nucleotidica na
DLFT e na ELA. Assim estas situacdes passam a constar da classe de patologias causadas
por expansdo de unidades repetidas em regides nao codificantes™. A proteina codificada
pelo C9ORF72 ndo foi ainda bem caracterizada, sabendo-se, contudo, que estd bem
conservada ao longo da evolu¢do das espécies, tem uma localizagdo preferencial no
citoplasma e sinapses neuronais® e expressa-se nas regides do sistema nervoso onde se
encontram as alteragdes patoldgicas caracteristicas de ELA e da DLFT. Observou-se que o
nimero méximo de repeti¢des nos controlos sauddveis é de 2-23 unidades®’, enquanto nos
portadores da expansdao G4C,, o niimero de repeticdes serd entre 700-1600, tendo sido estes

2021 Nio existe até ao

resultados obtidos através de técnicas de FISH e de Southern Blot
momento evidéncias de que o tamanho da expansdo tenha implicacdes no fendtipo, quer
em termos de dominios sintomadticos, quer de gravidade (idade de inicio e tempo de
evolugéo)zg.

Embora, como dissemos, o conhecimento do espectro sintomdtico da expansao
ainda seja limitado, os portadores da mutagcdo C9ORF72 apresentam geralmente uma idade
de inicio de doenca entre os 43-68 anos, sem diferenca de género, com uma duragao clinica
que vai desde os 1.6 a mais de 22 anos®’. Por outro lado, sabe-se que a penetrincia é
dependente da idade (50% aos 58 anos e 100% em individuos aos 80 anos)’*. No presente

estudo confirma-se que a grande maioria dos doentes (sem discrepancia de género) sao

efectivamente jovens (idade média 58 anos); no entanto no nosso coorte existe um caso em
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que os sintomas se iniciaram muito tardiamente (80 anos). Relativamente a duragdo da
doenca, em média foi de 7,8 anos, mas, tal como na literatura, com uma ampla varia¢ao
(entre 2 e 14 anos). Deve também salientar-se que, tal como acontece para os outros genes
associados a DLFT, também se confirmou uma maior agregacdo familiar nos casos com
mutagcdo no C9ORF72.

2

E importante referir que na literatura é notada uma grande heterogeneidade clinica

inter e intrafamiliar’™*

, embora alguns autores apontem para uma convergéncia de
fenétipos 2 medida que a doenca evolui’. Esta heterogeneidade estd bem patente na nossa
casuistica: 9 doentes foram classificados com diagndstico de DLFTvc, 3 com o diagndstico
de DLFTvc+ELADb, 1 com diagnéstico de ELAe+Epilepsia+DLFTvc, 1 com o diagndstico
de ELADb associado a alteracdes comportamentais, nomeadamente apatia, ¢ 1 com o
diagnéstico de DLFTvc+PDB.

Por outro lado, na literatura € referido que cerca de 60% dos casos manifesta pelo
menos algumas caracteristicas clinicas de ELA ao longo do follow-up. Os casos de ELA
com mutacio CY9ORF72 parecem apresentar algumas caracteristicas distintivas,
nomeadamente com um inicio da doenca mais tardio, comparativamente aos restantes
grupos de causa genética, mas com uma forma de doenga mais agressiva (menor esperanca
de vida)™; um inicio e predominio de envolvimento bulbar e a associacdo a DLFT™°. A
nossa casuistica reproduz estas evidéncias. Salientamos que embora o ndmero de casos
seja reduzido, a mutacdo foi encontrada em 67% dos casos index, o que estd de acordo com
a literatura; mais importante, este diagndstico € transversal a maioria das familias, uma vez
que em 78% das familias descrita ha casos de ELA; nalguns casos, também como referido,

o envolvimento do neurénio motor manifestou-se durante o decurso da doenca (pelo menos

em dois casos); relativamente a forma de ELA, 6/7 dos casos observados apresentavam a
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variante bulbar da doenga, mas a associacdo com DLFT nao foi mais frequente no grupo
com expansiao comparativamente aos restantes.

Existem ainda fendtipos menos frequentemente encontrados que sugerem a
associacdo de outras formas de deméncia na presenga da expansdo. Por exemplo
identificaram-se doentes com o diagndstico de Doenca de Alzheimer (DA) portadores da
mutacdo CY9ORF72, os quais foram posteriormente reclassificados como DLFT apds
realizagcdo de bidpsia ou de estudo post-mortem. No nosso coorte identificimos um doente
com defeito de memodria e com evolugcdao compativel com o diagndstico de DA que se
demonstrou ser portador da expansdo, sendo que o (PIB-PET) também a auséncia de
depdsitos de amildide. Esta variante amnésica de DLFT deve ser valorizada no diagndstico
diferencial com a DA”, sendo especialmente importante avaliar a presenca da expansdo do
gene do C9ORF72 em doentes que tenham uma forte histéria familiar (como no nosso
caso) e nos quais nao tenham sido identificadas as mutacdes nos genes associados a DA
(Presinilinas 1 e 2 e APP)23. Deve, no entanto, salientar-se que estudos realizados em
coortes de Doenga de Alzheimer mostraram que a mutagdo do C9ORF72 nao € uma causa
comum, estando associada a <1% dos casos> Y.

Outro dado semioldgico sugestivo € a presenga ab initium de um comportamento
ansioso e agitado®®, assim como, sintomas psicéticos (alucinacdes e ideias
palraln(’)ides)3 03839 De referir que na auséncia da mutacdo, a psicose € rara, sendo apenas
descrita em doentes com mutacdo no gene FUS (também associado a ELA) >4 0Os
comportamentos repetitivos, resultado de um distirbio obsessivo-compulsivo sdo também
mais frequentemente encontrados nos portadores da mutacdo C9ORF 729 sendo que

. ~ 42 .
alguns autores os consideram raros nos doentes que a ndo possuam . O nosso caso index

11 foi referenciado da Psiquiatria onde era seguido por psicose de inicio tardio. De
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salientar que na familia B também foram relatados casos que apresentaram sintomas
psicéticos.

Por outro lado, nenhum dos 5 casos da nossa casuistica com S. Parkinsénicos
apresentava a mutacdo, um facto que parece ser corroborado noutras séries, uma vez que
este tipo de sintomas sé é salientado num coorte™*.

A nossa casuistica apresenta alguns dados novos, ja que o espectro clinico parece
ser mais abrangente, relativamente ao apresentado por outros grupos. Com efeito, nao
existem, até a data, outros casos que associem a presenca da mutacdio CY9ORF72 a
epilepsia, sendo que no nosso doente (caso index 5) teve um inicio tardio, era
aparentemente criptogénica e associava-se a dois dominios sintomadticos: defeito amnésico
e ELA. Por outro lado, o fenétipo expressado pelo caso index 2, ou seja, a associagdo de
DLFTvc e PDB, é também uma novidade, embora possa ser explicada pela concomitancia
com outra mutacao a nivel do cromossoma 5 que se sabe que € responsdvel pela clinica de
PDB™.

Em conclusao, muitos dos aspectos observados neste coorte estdo de acordo com os
descritos na literatura, salientando-se a grande heterogeneidade da idade de inicio e quanto
a duracdo de doenga, assim como uma grande pleomorfismo na apresentagcao clinica quer
inter-familiar quer dentro da mesma familia. No entanto confirmam-se os fendtipos
dominantes de DLFTvc e ELAD isoladas ou em associagdo com a expansdo. Estas formas
de apresentacdo, em individuos jovens e com histdria familiar, sdo elementos que deverao
alertar o clinico para a presen¢a da mutagcdo no gene C9ORF72 e para um posterior estudo
genético destas familias.

A principal limitag@o deste trabalho € o tamanho reduzido da nossa amostra, o que
podera resultar em que um fenétipo com uma representacao significativa no nosso estudo

se torne menos relevante quando se analisa numa casuistica robusta. Contudo, é importante
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realcar que esta mutagdo foi identificada apenas hda dois anos e que portanto todas
informacdes relativas a relacdo gendtipo/fendtipo, mesmo que com algum enviesamento,

sdo cruciais e contribuem para um melhor conhecimento da fisiopatologia da doenga.
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