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RESUMO

A doenca de Huntington (DH) é uma patologia neurodegenerativa progressiva, que
conduz a um distdrbio motor, cognitivo e psiquiatrico. E causada pela expanséo da
repeticdo do trinucleotidio CAG (citosina-adenina-guanina) no gene da huntingtina,
resultando numa proteina mutante que provoca lesdo cerebral. Estudo anterior do
nosso grupo de pesquisa em modelo animal para DH observou alteragcdo na
expressdo de genes relacionados a dineina e dinactina, responsaveis pelo trafego
celular e desenvolvimento neuronal. O objetivo deste estudo foi relacionar o
diagnéstico molecular com as manifestagdes clinicas da DH e analisar a expressao
dos genes dineina de cadeia pesada axonemal 6 (DNAH6), dineina de cadeia leve
Tctex-tipo 1 (DYNLT1) e dinactina3 (DCTN3) nos pacientes. Os participantes do
estudo foram classificados em grupo controle (n=12) e grupo com diagnadstico clinico
de DH (n=25). O diagnéstico clinico foi realizado pela equipe médica do Ambulatério
de Genética Clinica do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes, UFES
(HUCAM/UFES), por meio da Escala Unificada para avaliacdo da doenca de
Huntington (UHDRS). O diagnéstico molecular para DH foi confirmado em 68% dos
pacientes selecionados. Neste estudo, foi observada correlacdo negativa entre a
expansdo CAG e a idade de inicio dos sintomas. A relacdo da gravidade da doenca
com a capacidade funcional total (TFC), assim como com o comprometimento motor
foi estatisticamente significativa (p<0,05). A expansdo CAG e o comprometimento da
funcdo motora refletem-se negativamente na independéncia dos pacientes.
Observou-se diminuicdo da expressdao do gene DNAHG6 nos pacientes com DH em
relacdo ao grupo controle, que foi compativel com o observado na expressao deste
gene no estriado de modelo animal com DH. Nao houve alteracdo para os genes
DYNTL1 e DCTN3. Com o estudo, considera-se importante avaliar a relacdo do
diagnostico molecular com o estudo clinico da escala UHDRS, fundamental para
avaliar a taxa de progressao da DH nos pacientes. Sugere-se ainda que a avaliacédo
da expressdo do gene DNAHG6, seja um possivel marcador sanguineo para as

primeiras alteracdes celulares que antecedem as manifestacdes clinicas da DH.

Palavras- chave: Doenca de Huntington, diagnostico clinico, diagndstico molecular,

expressao génica.



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a progressive neurodegenerative disease that leads to
motor, cognitive and mental impairment. It is caused by CAG (guanine-cytosine-
adenine) trinucleotide repeat expansion in the huntingtin gene, resulting in a mutant
form which causes brain damage. A previous study of our research group in an
animal model for HD observed changes in gene expression related to dynein and
dynactin responsible for cellular traffic and neuronal development. The aim of this
study was to relate the molecular diagnosis with clinical manifestations of HD and
analyze the expression of axonemal dynein heavy chain gene 6(DNAHG6),
dynein light chains Tctex-type 1 (DYNLT1) and dynactin 3 (DCTN3) in patients.
Participants of this study were divided into control group (n = 12) and group with
clinical diagnosis of HD (n = 25). The clinical diagnosis was made by the medical
team Clinical Genetics Clinic of the University Hospital Cassiano Antonio de Moraes,
UFES (HUCAM / UFES) through the Unified scale for assessment of Huntington's
disease (UHDRS). The molecular diagnosis of HD was confirmed in 68% of selected
patients. In this study, we observed a negative correlation between the CAG
expansion and the age of onset of symptoms. The relationship of disease severity
with the overall functional capacity (TCF), as well as motor impairment was
statistically significant (p <0.05). The CAG expansion and impairment of motor
function are reflected negatively on the independence of patients. There was
decreased expression of the gene DNAHG6 in HD patients compared to the control
group, which was consistent with that seen in the expression of this gene in the
striatum of animal model with HD. There was no change to the DYNTL1 and DCTN3
genes. In the study, we consider important the ratio of the molecular diagnosis with
the clinical study of UHDRS scale essential to assess the rate of progression of the
HD in patients. It also suggests that evaluating the expression of the gene DNAHSG, is
a possible blood marker for the early cellular changes that precede the clinical

manifestations of HD.

keywords: Huntington's disease, clinical diagnostics, molecular diagnostics, gene

expression.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTB - B-actina

Ach — acetilcolina

CAG - Citosina-adenina-guanina

DH — Doenga de Huntington

DNAHG6 — Dineina de cadeia pesada axonemal 6
DYNLT1 - Dineina de cadeia leve Tctex-tipo 1
DCTNB3 - Dinactina3

DEPC - agua tratada com dietilpirocarboneto
GABA - 4cido gama amino butirico

HAP1 — proteina associada a huntingtina

Htt — huntingtina

MGIuR — receptor metabotrépico de glutamato
MTs - microtibulos

MSNSs - neurdnios espinhosos médios
NMDAR - receptor 4cido N-metil-D-aspartico
PCR- Reacdo em cadeia de polimerase

p150 "¢ - subunidade da dinactina

gPCR - PCR quantitativo em tempo real

UHDRS - Escala Unificada para avaliacdo da doenca de Huntington



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Mecanismo de acdo da htt N0S NEUIrONIOS..........ccuvuieeeeeeiiiiineeenenns 28

FIGURA 2 - Avaliagdo da expressdo génica de DNAH6, DYNLT1 e DCTNS3 por

gPCR no estriado de um modelo animal de DH ...............cooeoeiiiiinieeieviiis 31

FIGURA 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida para deteccao da presenca da htt
mutante no gene IT15 dos pacientes do grupo 2, através da técnica de PCR alelo

LSS 01 1o o S 51
FIGURA 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida para deteccao da presenca da htt
mutante no gene IT15 dos pacientes do grupo 2, através da técnica de Nested
FIGURA 5 - Classificacao dos alelos de acordo com o niumero de repeticdes de CAG
NOS PACIENtES COM DH .....uiii e 53
FIGURA 6 — Grafico de disperséo correspondente a correlacdo entre a idade do 1°

sintoma e o numero de repeticdes CAG no alelo expandido nos pacientes com

FIGURA 7 - Grafico de dispersédo correspondente a correlacdo entre a idade do 1°

sintoma e o numero de repeticdbes CAG no alelo normal dos pacientes com

FIGURA 8 - Graficos Box-plot correspondente ao niamero de repeticbes CAG do

alelo expandido de acordo com a via de transmissao genética...............cc....... 57

FIGURA 9 — Grafico Box-plot correspondente ao tempo de duracdo da doenca e o

estagio de gravidade no grupo de pacientes COmDH ............coooooiiiiiiiiieieinnnnn. 58



FIGURA 10 — Gréfico Box-plot correspondente a avaliagdo funcional de acordo com

0 estagio de gravidade no grupo de pacientes COmDH .............coooviiiiiieininnnnn. 59

FIGURA 11 - Grafico Box-plot correspondente ao componente motor da escala
UHDRS e o estégio de gravidade no grupo de pacientes com DH................... 59

FIGURA 12 — Gréfico de dispersao correspondente a correlacdo entre 0 componente

motor da escala UHDRS e a independéncia dos pacientes com DH............... 61

FIGURA 13 - Grafico de dispersdo correspondente a correlacdo entre a repeticdo

CAG do alelo expandido e a independéncia dos pacientes com DH............... 62

FIGURA 14 - Expresséo relativa de mRNA do gene DNAHG6, normalizada com o

o [T b= T G R Ton 1] = USSP 63

FIGURA 15 - Expresséo relativa de mRNA do gene DYNLT1, normalizada com o
GENE dA B-BCTINA ...ceiiiiieeiiiieeee e e e e 63

FIGURA 16 - Expresséao relativa de mRNA do gene DCTN3, normalizada com o

GENE dA B-ACTINA ...ceiiiiieieiiitie et 64

FIGURA 17 - Mecanismo de atuacdo da htt normal e mutante com o complexo

dineina/dinactina no controle do transporte de vesiculas de BNDF................. 74



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - Condicbes de padronizacdo da 12 reacdo da PCR alelo

LSS 01T o 1o > VR 41

QUADRO 2 - Condigcbes de padronizacdo da 22 reacdo da PCR alelo

ESPECITICA. .. ettt e 42

QUADRO 3 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para a 12 e 22

reacdo da PCR alelo eSPeCifiCa ........ccccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 42

QUADRO 4 - Programa utilizado em termociclador para a 12 e 22 reacdo de PCR

AlEI0 ESPECITICA ..vvuieeeeeiiie e 42

QUADRO 5 - Condicdes padronizadas para a 12 e 22 reacdo da Nested

QUADRO 6 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na 12 e 22
reac8o de NeSted PCR ... s 43

QUADRO 7 — Programa utilizado em termociclador para a 12 e 22 reacdo da Nested



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Sequéncia dos iniciadores para avaliacdo da expressao génica por

TABELA 3 - Distribuicdo do resultado do sequienciamento génico do alelo normal e

expandido NOS PACIENtES A0 GIUPO 2.....coeveveruuiiiaaaae e e e e eeeeeeeeetii e e e e e e eees 52

TABELA 4 - Distribuicdo do resultado do sequenciamento génico dos dois alelos nos

participantes do grupo CONLIOIE .........cceuuiiieiieie e e 52

TABELA 5 - Caracterizagdo genética, étnica e clinica dos pacientes com

TABELA 6 - Andlise descritiva da pontuacdo dos componentes da escala UHDRS

NOS PaCientes COM DH ... e 58

TABELA 7 — Desempenho dos pacientes com DH em estagio moderado e grave na

avaliagdo motora da UHDRS ... 60



SUMARIO

LAINTRODUGAO ..ottt ettt ettt ettt e st sreeete e 18
2. REVISAO DA LITERATURA ....ooviieeeeee ettt ane e ane s 19
P2 R 151 (o ] ol o PP PPUUUPURPPRRPR 19
P22 =X o] [0 (= 0 1 o] (o |- USSR 20
2.3 ASPECLOS ClHNICOS.....cuuiiiieieieiie e e e e e e e aaans 22
2.4 Genética e Doenca de HuNtington ..........cc.uuiiiiiiiiiiiii e ee e 24
2.5 A Huntingtina e seu papel NaDH .........oooiiiiiiiiiii e 26
2.6 FISIOPALOIOGIA .....cciiiiiiieieie e 28
2.7 Neurodegeneragao e 0 transporte axonal..........ccoevevveiiiiinienieiiiine e 30
2.7.1 Dineina € DINACHNA.........coiuuiiiiieie it e 30
2.8 Modelos experimentais para a DH ............ouuiiiiiii e 31
2.9 Alteracao na expresséo génica do modelo knock-in para DH................... 32
2.10 DIAGNOSTICO ...ttt e e e e e e e e 34
P2 R I = 1 = 1 01T (o PRSPPI 35
3. OBUIETIVOS .. et 37
3.1 ODJELIVO GEIAL....cciiiieiieieeee et 37
3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ...uuuiiiiiie et 37
4. MATERIAIS E METODOS ..ottt ae s 38
A1 CASUISTICA ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e et r e e e e e e e e e e aeeeas 38
4.2 Avaliagao pela escala UHDRS...........cocoiiiiiiiiie s 38
4.3 AMOSLra DIOIOQICA. ... .ciii i 40
4.4 AValiaG80 ClINMICA ....vveiiiiiee i 40
4.5 Diagnostico molecular para DH........ccooooviiiiiiiiiiiii e 41
4.5.1 Extracdo de DNA nas amostras de SangQUEe .............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnnns 41
4.5.2 Amplificacdo da expansédo CAG pela técnicade PCR ...........ccccceeveeienns 42
4.5.2.1 PCR alelo €SPeCIfiCa......cccvvuuuiieeiieee e 42
N N[ (=T = O = 44
4.5.3 SeqUenciamento geNELICO ........cuuueeeeeee e 45

4.6 Avaliagao da eXPreSSA0 GENICA .....uuuuuuiiiiiieeeeereeeeeeiiiiiiiaaaaeaaeeeeeeeeeeeneannnn 46



4.6.1 Extracdo de RNA de amostras de Sangue...........ccceuvuiieeiieiiiiineeeeeniinnn. 46

4.6.2 Eletroforese em gel de agar0Se ..........covveeiiiiiiiiiieeieie e a7
4.6.3 SINtESE 08 CDNA ... 47
4.6.4 Desenho dos iniciadores para qPCR..........ccooiiiiiiiiiiii s a7
4.6.5 Reacdo de PCR em tempPo r€al.........ccoovvieieiiiiiiiiiiiieiee e 48
4.7 ANAlISE ESTALISTICA ... ii e e e ettt e e aaenae 49
5. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e e aaaaeeeas 50
5.1 CaracterizaGao dOS PACIENTES .........ceviuiiuuiiiiiiie e eeee et 50
5.2 Diagndstico molecular para DH ..........ooovviiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 50
5.3 Avaliacéo genética e clinica dos pacientes do grupo DH .................co....... 54
5.4 Avaliacdo da expressao génica nos pacientes com DH ................cceeennenn. 62
B. DISCUSSAD ......ociiiiieiiisietet ettt 64
7. CONCLUSAD .....coiiiieiit ettt 76
8. REFERENCIAS.......cooteteeteetieete ettt e et te s ave st sae s e ateseesae e e 78
APENDICE ..ottt ettt ettt ettt s e en e ee e 87
APENDICE 2ottt ettt ettt sttt et en e 88

ANEXO L. e et s 90



18

1 INTRODUCAO

A doenca de Huntington (DH), também conhecida como coréia de Huntington,
foi descrita em abril de 1872 por George Huntington, autor da primeira publicacao
cientifica, a qual nomeou de coréia hereditaria. O termo "coréia", derivado do grego,
significa danca, e é uma designacdo muito apropriada para as alteracdes motoras

presentes nesta sindrome, semelhantes a alguns passos de danca.

A doenca é uma desordem neurolégica degenerativa progressiva causada por
uma expansdo da repeticdo dos trinucleotidios CAG (citosina-adenina-guanina)
presentes no gene IT15 no braco curto do cromossomo 4 (The Huntington’s Disease
Collaborative Research Group, 1993). A trinca de trinucleotideos CAG é responsavel
pela transcricdo de um aminoacido chamado glutamina e a repeticdo sequencial de
até trinta e cinco aminodacidos (poliglutamina) é caracteristica da estrutura molecular
normal da proteina Huntingtina (htt) (HERISHANU et al, 2008). Na DH, a expanséao
desta repeticdo gera a formacdo de uma proteina funcionalmente alterada que
provoca a degeneracdo neuronal visto em varias regides do sistema nervoso central,
sendo mais evidente em neurdnios do nucleo caudado e putamen dos géanglios da
base (MARTIN; GUSELLA, 1986).

A doenca é herdada de forma autossémica dominante e leva a disturbios do
sono (ARNULF et al.,, 2008), disfuncdo motora, comprometimento cognitivo,
distarbios psiquiatricos (VONSATTEL e DIFIGLIA, 1998) e, finalmente, a morte
prematura (DIFIGLIA et al., 1995). O inicio destes sintomas ocorre, geralmente, na
guarta década de vida, no entanto pode variar de 4 a 80 anos de idade, 0 que vai
depender de alguns fatores como, quantidade de repeticbes alteradas presentes no
gene e sua heranca genética materna ou paterna, visto que estes sdo determinantes
para a manifestacao clinica da doenca (RAYMUND et al, 2011).

O diagnostico da coréia de Huntington é realizado apds a observacdo das
manifestagcbes clinicas tipicas da sindrome, associada com uma historia familiar
positiva da doenca. A confirmacdo do diagnéstico é feita utilizando a técnica de
PCR, que permite a contagem do numero de expansdes CAG presentes no gene.

Estudos sobre a DH ainda sdo muito escassos na literatura, o que contribui

para os poucos casos conhecidos em todo mundo. Dessa forma, esta pesquisa



19

pretende colaborar com avancos no conhecimento desta doencga, na prevaléncia no
estado do Espirito Santo, sua origem, bem como em novos tratamentos que
melhorem a qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares.

A participacdo nesta pesquisa possibilitara o diagndéstico aos participantes
sintomaticos. Mesmo que o tratamento ndo sofra modificagdes, a realizacdo dos
exames num portador sintomatico de DH permite a identificacdo da patogénese da
doenca e podera contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos.

Em estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO; PIRES et
al., 2013) foi observada alteracdo na expressdo de genes relacionados a varias
proteinas importantes para o desenvolvimento neuronal da regido dos ganglios da
base, assim como para proteinas relacionadas a sinalizacdo intracelular. Sendo
assim, amostras obtidas dos pacientes com DH, bem como de individuos que nao
apresentam mutagdo da htt (grupo controle), foram coletadas para realizacdo da
PCR em tempo real para confirmarmos se as alteragcbes na expressdo génica
observada em camundongos modelos da DH também s&do observadas em
pacientes. Esses dados sdo essenciais para determinarmos se os resultados obtidos
em modelos animais apresentam relevancia clinica. Isto nos daréd suporte para um
melhor entendimento dos mecanismos que levam aos sintomas clinicos da DH, os
guais irdo contribuir para o desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas que
possam efetivamente tratar a doenca de forma mais especifica e sem efeitos

colaterais, proporcionando uma melhora na qualidade de vida.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico

A Doenca de Huntington é reconhecida como doenca desde a Idade Média, no
entanto, a sua causa permaneceu incerta até recentemente (HUNTINGTON, 2003).
Os relatos prévios ndo tiveram grande divulgacdo. A primeira referéncia a DH foi
numa carta de Charles Oscar Waters, publicada na primeira edi¢gao da “Practice of
Medicine” em 1842. Diz Waters que os pacientes sofriam alteracfes variaveis da
atividade muscular, com gravidade desigual, mas acabando todos por desenvolver

gradualmente e de forma uniforme uma situacdo de deméncia. Em 1846, Charles
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Gorman observou a elevada prevaléncia da doenca em determinadas regides.
Independentemente de Waters e Gorman, Lund também fez uma descricdo da
doenca em 1860. Lund verificou que em um vale isolado na Noruega, existia uma
alta prevaléncia de deméncia associada a um padrdo de movimentos involuntarios

arritmicos, que parecia estar restrito a determinadas familias (LANSKA, 2000).

No entanto, a primeira descricio mais aprofundada, foi feita por George
Huntington em 1872. George Huntington notou as trés caracteristicas determinantes
da doenca: o seu carater familiar, a tendéncia progressiva e inexoravel para a
insanidade e suicidio e o fato de se manifestar na idade adulta (OSLER, 1908).
Dessa investigacdo, resultou a primeira publicacdo de Huntington, na qual
apresentou uma definicdo precisa e detalhada da doenca, juntamente com a
descricdo exata do padrdo de heranca autossémica dominante. O trabalho de
Huntington despertou o interesse de varios cientistas da época, principalmente na
Europa. No final do século XIX, a doenca foi reconhecida como uma doenca global
(LANSKA, 2000).

2.2 Epidemiologia

A prevaléncia global da doenca varia muito, tanto geograficamente, como em
funcdo da etnia e dos padrdes de migracdo local e entre regides. A DH foi descrita
em diversos paises e afeta todas as ragas, embora ocorra maior frequéncia do gene
em pessoas de origem caucasiana (WEXLER et al., 1985)

Pringsheim e outros (2012) estimaram uma prevaléncia da DH de 5,70/100.000 nas
populacbes da Europa, América do Norte e Australia e revelou uma prevaléncia
significativamente menor de HD na Asia com 0,40 por 100 mil. A DH também pode
ser frequente na india e em partes da Asia central, mas €é especialmente rara na
Finlandia e no Japdo. No entanto, os dados para a Asia Oriental e Africa s&o
inadequadas e o transtorno pode ter sido subestimado na populacdo negra
americana. De acordo com estudos de Morrison e cols (2012), no Reino Unido, a

prevaléncia da doenca na Irlanda do Norte aumenta progressivamente, bem como
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em partes da Republica da Irlanda que em 1991 foi de 6,4 em 100 mil habitantes e
em 2001 foi de 10,6/100 mil.

Em algumas éareas, tais como certas regidbes da Tasmania e as margens do
lago Maracaibo na Venezuela, a prevaléncia é particularmente maior que em outras
regides, sugerindo a influencia do efeito do fundador. (PARADISI et al., 2012). Em
1955, um médico venezuelano, Américo Negrette, clinico rural, numa comunidade
particularmente pobre nas margens do Lago Maracaibo na provincia de Zulia,
observou um vasto numero de doentes que caminhavam de forma trépega e
desequilibrada. Da observacdo de muitas familias concluiu tratar-se da DH, e que
esta afetava varias pessoas com interligacdes entre si, descendentes de um
antepassado comum. Sua descoberta foi apresentada ao “6° Congresso de
Ciéncias Médicas da Venezuela” e, a partir dai, o interesse pelo Lago Maracaibo foi
imediato. Esta populacdo passou a ser alvo de especializada investigagdo, o que
conduziria a identificacdo da mutacdo genética responsavel pela doenca (OKUN;
THOMMI, 2004).

No Brasil, os poucos estudos epidemiologicos da doenca, dificultam a obtencéo
de dados sobre a real prevaléncia ou incidéncia da DH. Entre eles, o estudo de Lima
e Silva e cols (2000), identificou 30 individuos com a doenga em 34 familias distintas
distribuidos nos Estados de Séo Paulo, Rio de Janeiro e Parana.

Trabalhos de Warby e cols em 2009, propuseram uma explicacdo para a
variabilidade de prevaléncia de DH: foi identificado, em populacdes da Europa
Ocidental, dois grupos de polimorfismos de nucleotideo Unico localizados no gene
da DH que sédo herdados juntamente com as longas repeticdes de CAG. Estes dois
grupos de polimorfismos de nucleotideo Unico constituem dois haplotipos que séo
altamente predispostos a instabilidade CAG. Em outras regides, como China e
Japéo, estes haplétipos ndo sdo abundantes na populagéo e, desta forma, as taxas
de mutacao de expansdo CAG sao baixas (WARBY et al., 2011).

A falta de estudos recentes de diagndostico molecular para confirmacédo de DH
ainda € um problema para o estudo epidemiolégico da doenca. O desconhecimento
sobre a doenca, o fato de que, até ha muito pouco tempo, o diagnéstico era
exclusivamente clinico e, lamentavelmente, o preconceito que leva as familias a
esconderem a sua situagcdo da sociedade (WEXLER, 2010). Portanto, as atuais
estimativas de prevaléncia, devem ser consideradas como minimas e precisam ser

repetidas ou utilizadas multiplas fontes de apuracéo para melhorar a precisao.
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2.3 Aspectos Clinicos

A DH é um disturbio degenerativo progressivo que causa alteracbes no
controle motor e emocional, prejuizo da habilidade cognitiva e o aparecimento de
movimentos involuntarios, classicamente a coréia (LI; LI , 2004).

A coréia € o movimento involuntario mais comum em pacientes com DH.
Inicialmente, os movimentos ocorrem freqiientemente nas extremidades distais, tais
como os dedos das maos e pés, mas também em pequenos musculos faciais. Aos
poucos, 0s movimentos indesejados se espalham para outros musculos.
Movimentos diarios como falar e engolir tornam-se gradualmente mais probleméatico
podendo a qualquer momento levar a asfixia (RAYMUND et al, 2011).

No artigo original em 1872, George Huntington descreveu uma série de alteracdes,
caracterizando o quadro sindrémico em que o sinal mais marcante e tipico € um

espasmo afetando os musculos voluntarios sem ocorrer perda da consciéncia.

“A doenca comumente se inicia por leves abalos dos musculos da face, que
aumentam gradativamente em violéncia e variedade. As palpebras sao
mantidas piscando, a testa franzida depois elevada, o nariz torcido para um
lado e depois para o outro e a boca se volta em dire¢des variadas, dando ao
paciente a aparéncia mais ridicula que se possa imaginar. Parece haver
alguma forca oculta, algo que esta de certa forma brincando com a vontade e
de algum modo dificultando e pervertendo seus designios; e depois que a
vontade péra de exercer sua forca numa direcao qualquer, assume o controle
e mantém a pobre vitima numa agitacdo continua enquanto ela permanece

acordada’.

Todos os pacientes desenvolvem bradicinesia, acinesia, rigidez, levando a
dificuldade de se iniciar movimentos e apresentarem um ritmo mais lento para
realizar suas atividades. A distonia também presente, é caracterizada por
movimentos lentos, com um aumento do tdnus muscular levando a postura anormal
(RAYMUND et al, 2011). Além das alteragBes motoras que estdo presentes em 60%

dos novos casos, existem importantes problemas comportamentais frequentes em
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15% dos pacientes e uma combinacdo desses sintomas em 25% dos casos (DI
MAIO et al., 1993). Sintomas psiquiatricos como irritabilidade e comportamento
agressivo estdo presentes durante muitos anos antes do aparecimento dos sintomas
motores. Outros problemas logo aparecem como; mudancas de personalidade,
impulsividade, ansiedade, depressao, mania, apatia, isolamento social e disturbios
sexuais (HO AK; SAHAKIAN et al., 2003). E marcante a tendéncia a insanidade, logo
os disturbios psiquiatricos podem levar os pacientes ao suicidio (HUNTINGTON,
2003). Esta é uma consequéncia da degeneracao gradual e continua de neurdnios
no ndcleo caudado e putamen (MINK, 1996).

Os sintomas de disfuncdo executiva sdo os primeiros sinais de declinio
cognitivo em DH. Neste estagio, ocorre um prejuizo na memoéria, na capacidade de
planejamento, na organizacdo e concentracdo (WALKER, 2007). A mortalidade
geralmente surge a partir de complicagbes, como pneumonia - decorrente da
disfagia - e doencgas cardiorespiratorias (ZUCCATO; CATTANEO, 2009).

Com relacéo a idade de inicio da doenca, esta ocorre geralmente entre 30 e 50
anos, embora ja tenha sido observado aos 2 e aos 80 anos de idade. A gravidade
correlaciona-se com o0 numero de repeticdes CAG codificados em htt mutante. Os
individuos com maior expansdo de glutaminas apresentam um inicio mais precoce
da doenca e, conseglentemente, uma expressdo mais grave nhas geracdes

seguintes, isso caracteriza a antecipacao genética na DH (SNELL et al., 1993).

A idade atrasada da manifestacdo também é uma caracteristica presente na
DH, em que a selecdo natural contra o gene é reduzida, visto que as pessoas que
desenvolvem a doencga, em geral, ja tiveram filhos antes de estarem cientes sobre a
presenca da mutagdo no gene (JORDE, 2000). Se as primeiras manifestacoes
clinicas comecam antes da idade de 20 anos (10% dos pacientes), a doenca €
chamada de Doenca de Huntington Juvenil (DHJ). A frequéncia de DHJ abaixo dos
10 anos de idade foi estimada em cerca de 3-10% dos casos (HAYDEN, 1981) e
esta relacionada com expansdo maior que 60 trincas de CAG. (TELENIUS et al.,
1993). Em decorréncia disso, a DHJ apresenta um fenétipo atipico, com problemas
de aprendizagem, rigidez, distonia, parkinsonismo progressivo, convulsées,
deméncia, (CANNELLA et al., 2004), sendo esta manifestacdo precoce associada a
transmissao de origem paterna (HAYDEN, 1981; HARPER, 1991).
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Estudo de Myers e cols (1988) demonstrou, por meio de critérios clinicos e
patoldgicos, que a DHJ, em geral, apresenta progressdo acelerada, ao passo que,
0s pacientes tardiamente acometidos normalmente apresentam uma evolugdo mais
branda. A andlise do tecido cerebral desses pacientes revelou que o grau de
envolvimento neuronal do corpo estriado é inversamente proporcional a idade do
inicio dos sintomas.

Um sinal precoce da doenca é a incapacidade de realizar, corretamente,

movimentos sequenciais de maneira rapida e harmonica. Alteracdes sutis na marcha
podem ser observadas no comeco da doenca e, com a sua progressao, as
dificuldades tornam-se maiores (WILLINGHAM; KOROSHETZ, 1993).
Esta caracteristica precoce foi analisada em dois estudos que compararam
portadores assintomaticos do gene da DH com pessoas nédo portadoras desse gene,
e revelou alteracdes discretas na fungcdo motora e no tempo de reacdo a estimulos
auditivos e visuais entre os individuos portadores do gene que ndo exibiam, até o
momento, movimentos coréicos definidos e ndo possuiam sinais suficientes para
gue o diagnostico clinico da DH fosse realizado (KIRKWOOD et al., 2000).

Reflexos hiperativos ocorrem precocemente em até 90% dos pacientes,
enguanto clénus e resposta plantar em extensao (sinal de Babinski) manifestam-se
tardiamente e sdo menos freqlientes. A resposta plantar em extensdo €
predominante nos casos juvenis ou em adultos no estagio avancado da doenca. E
visto, portanto, que existe uma variabilidade importante de sintomas entre as fases
precoces e tardias da doenca, que esté relacionada com a sua gravidade e duracao.
Quando a DH se manifesta no adulto, a doenca persiste por 15 a 20 anos até a
morte, e quando se apresenta como variante juvenil, persiste por 8 a 10 anos
(JORDE, 2000).

2.4 Genética e Doenca de Huntington

A DH é uma doenca monogénica e o seu gene mutante foi mapeado proximo
a extremidade telomérica do brago curto do cromossoma 4 (regido 4p16.3), por
James Gusella e colaboradores no ano de 1983. Depois de uma década de
pesquisa do gene que causa a doencga, o IT15 gene foi identificado em 1993 por

técnicas de clonagem. A andlise da sequéncia de DNA mostrou uma repeticdo
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expandida do trinucleotideo CAG na extremidade distal do gene (HUNTINGTON
DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993). A trinca de CAG é
responsavel pela transcricdo de um aminoacido chamado glutamina e a repeticédo
sequencial de até trinta e cinco amino4cidos (poliglutamina) € caracteristica da
estrutura molecular normal da proteina htt (WARBY et al., 2011).

A DH é transmitida hereditariamente como uma doenca autossdmica
dominante e todos os individuos que possuirem o0 genétipo para doenca irdo
apresentar sinais e sintomas em algum momento da sua vida (SEMAKA et al. ,
2006).

Este tipo de heranca apresenta algumas peculiaridades. Primeira, 0os dois sexos
exibem a caracteristica em proporcées aproximadamente iguais e os homens e
mulheres tém a mesma probabilidade de transmitir a caracteristica para seus
descendentes. Segunda, o padrao de transmisséao é vertical, o fenétipo da doenca é
visto em geracfes seguidas, assim, se o filho for afetado pela doenca € porque um
dos seus genitores é afetado ou se nenhum dos genitores tiver a caracteristica, 0s
filhos também néo terdo. Terceira, € observado a transmissdo do gene da doenca
diretamente de pai para filho, o que exclui a heranca ligada ao cromossomo X.
Finalmente, nesta doenca, um heterozigoto afetado transmite a caracteristica para
metade da sua prole, embora seja possivel que todos ou nenhum dos filhos de um
genitor seja afetado (JORDE, 2000).

S80 raros 0s casos em que ambos o0s progenitores tém um gene IT15
expandido, e nessa situagdo, sobe para 75% o risco para a descendéncia, e se
gualquer um dos progenitores apresentarem duas coOpias expandidas, todos os
descendentes serdo afetados. Até pouco tempo, a DH era conhecida como a uUnica
doenca na qual a homozigose nao influenciava os sintomas ou a progressao da
doenca, porém, verificou-se que tanto o fenotipo como a taxa de progressdo da
doenca sao influenciados negativamente pela existéncia do segundo gene afetado
pela mutacdo (SQUITIERI et al., 2003).

A anormalidade no gene foi identificada como repeticdes expandidas instaveis
do trinucleotideo CAG (HERISHANU et al., 2009). Portanto, nos cromossomos
normais h&a entre 5 e 35 repeti¢cdes, no entanto, pessoas com sequéncias de CAG
entre 27 e 35 apresentam o0 alelo normal mutavel, o que representa uma faixa de
classificacdo intermediaria com potencial expansdo nas proximas geracoes. Ja nos

pacientes com DH, as repeticdes sdo na ordem de 36 a 100 CAG (KREMER et al.,
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1995). Individuos assintomaticos com 36 a 39 repeticfes apresentam uma forma de
penetrancia incompleta, com inicio de sintomas mais tardios e progressao mais
lenta. Os individuos com repeticbes CAG maiores ou igual a 40, apresentam
penetrancia completa, com sintomas classicos (QUARRELL et al., 2007).

Vale ressaltar que o numero de repeticdes de trinucleotideos é instavel de uma
geracdo para outra, decorrente de uma falha no processo meiético e mitético da
gametogénese. A heranca materna pode ocasionar um aumento ou uma diminui¢ao
da ordem de 3-4 repeticdes. Por outro lado, a heranga paterna ocasiona, mais
comumente, um aumento das repeticdes, chegando mesmo a dobrar o seu nimero.
Isto ocorre devido a maior instabilidade das repeticdes durante a espermatogénese,
visto que, por razdes ainda ndo compreendidas, a instabilidade meidtica € maior no
homem do que na mulher (GOLDBERG et al, 1993). A partir disto, uma significante
correlacao entre o numero de repeticdes dos trinucleotideos CAG e idade de inicio
da DH foi demonstrada por diversos autores. Foi verificado que, quando o gene
herdado vinha do pai, os sinais e sintomas da DH surgiam mais cedo (DHJ) devido a
maior expansdo (CAG)n. Ja quando a heranga é materna, os sinais e sintomas da
DH aparecem mais tardiamente por volta da quarta ou quinta década,
correlacionado com um menor numero de expansées CAG (KREMER et al., 1995).

A expansao anormal da trinca de CAG esta presente e é reconhecida como
causa de varias outras doencas degenerativas do sistema nervoso, entre elas:
Atrofia espinocerebelar-1, Atrofia denteadorrubra-palidolusiana, doenca de
Machado-Joseph e Atrofia muscular espinhal e bulbar (ZOGHBI, 1996). Devido a
esta variedade de doencas com genética e sintomas similares a DH, é importante

um diagnéstico genético de diferenciacédo para correto tratamento.

2.5 A Huntingtina e seu papel na DH

A htt é uma proteina que contém 3.144 aminoacidos e um peso molecular de
aproximadamente 350kDa. Localiza-se normalmente no citoplasma de células
somaticas e no nucleo e citoplasma dos neurbénios (SHARP et al., 1995). Esta
expressa em todas as células humanas, embora com maior concentragdo no tecido

cerebral e concentracdes inferiores no figado, coracdo e pulmdes (LI;LI, 2004). Sua
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funcdo ainda ndo é bem esclarecida, embora se saiba que desempenha um papel
importante no desenvolvimento embrionario, ja que a sua auséncia esta relacionada
com morte embrionaria (CATTANEO et al., 2005).

As alteracdes cerebrais que envolvem a htt na sua forma mutante s&o bastante
complexas e variadas, sendo, portanto, motivo de atuais investigagdes sobre seu
mecanismo. Estudos relevantes como de Gervais e colaboradores (2002), mostram
a interacdo da htt com algumas proteinas importantes para endocitose e secrecao
de neurotransmissores. Em células nervosas , a htt, normalmente, forma um
complexo com as proteinas Hipl, clatrina e AP2, que estdo envolvidos na
endocitose. Portanto, a htt parece participar do processo de transcricao, sinalizacao
celular e transporte intracelular (CATTANEO et al.,2005).

Em uma das hipoéteses investigadas, quando ocorre a alteracdo conformacional
da proteina htt como acontece na DH — com adi¢cdo de glutaminas — esta tem sua
funcdo modificada, por enfraquecimento da ligacdo com Hipl. Em seguida, esta
proteina interage com outra proteina identificada como Hippi, que parece ativar a
caspase-8 e consequentemente a cascata apoptoética. Nesta cascata, a ativacédo de
caspase-8 pode desencadear alteragcdo na mitocondria que, em seguida, libera o
citocromo c e ativa a caspase-3, que por sua vez, cliva a htt mutante gerando
fragmentos que podem formar agregados no ndcleo das células - figura 2
(GERVAIS,, et al, 2002).

E visto também que, devido a sua natureza polar, as cadeias de htt mutante
formam ligagBes de hidrogénio entre si e com outras proteinas, favorecendo a
formacdo de agregados protéicos, em vez de se dobrarem em proteinas funcionais.
Estes agregados acumulam-se e podem interromper a acdo dos
neurotransmissores, por impedir o movimento das vesiculas no citoesqueleto. E
essencial observar, que esta alteragdo na comunicacdo celular, implica
negativamente na funcao mitocondrial, que é essencial para fornecimento de energia
celular e regulacdo homeostatica, a medida que altera o trafego axonal retrégrado,
gerando estresse oxidativo e contribuindo para citotoxidade e neurodegeneracao
(ORR, 2008).

Dessa forma, um conjunto de fatores como a ativacéo de caspases e apoptose, a
excitoxicidade gerada pelos agregados da htt, os danos por radicais livres, as

alteracbes na endocitose, no transporte vesicular, na transmissdo sinaptica e
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inibicdo de transcrigdo, contribuem para a morte celular e modificacéo dos circuitos

neuronais, que é caracteristico das doencas degenerativas. (LIM et al, 2008).

a b
Normal Huntington's disease
) Secretion of
Endocytosis neurotransmitters

o O,

Figura 1 — Mecanismo de agdo da htt nos neurénios: a) atividade normal da htt. b) atividade da htt mutante

Fonte: extraida de (Gervais et al, 2002).

2.6 Fisiopatologia

A DH afeta todo cérebro, mas a regidao mais vulneravel e onde ocorrem 0s
efeitos mais evidentes, sdo nos ndcleos da base - em particular o estriado, que é
composto pelo ndcleo caudado e putamen. Os neurbnios espinhosos médios
(MSNs) compreendem 80% das células do corpo estriado, sdo gabaérgicos e se
projetam do estriado para o globo palido e para a porgao reticular da substancia
negra. As inclusdes de htt encontradas nos neurbnios dos nudcleos da base
apresentam potencial capacidade em depletar substancias préprias dos neurénios
como GABA (acido gama amino butirico), encefalinas, substancia P, dentre outras.
Acredita-se que os movimentos anormais da DH sejam causados pela perda da
maioria dos corpos celulares dos neurénios secretores de GABA no nucleo caudado
e no putamen e dos neurdnios secretores de acetilcolina (Ach) em muitas partes do

cérebro (COLINS,1997). As terminacdes axonais dos neurdnios gabaérgicos
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normalmente causam inibicdo do globo palido e da substancia negra. A perda da
inibicBo parece permitir descargas espontaneas de atividade do globo palido e da
substancia negra que provocam os movimentos de distorcdo. O sintoma clinico de
deméncia, provavelmente néo resulta da perda dos neurénios GABA, mas sim, de
neurbnios secretores de Ach, provavelmente localizados nas areas do coértex
cerebral (VONSATTEL, et al., 1985).

Desta forma, o marcador patologico da DH é a atrofia gradual do estriado, que
segue um padrédo de progressao topograficamente ordenado. O envolvimento de
camadas do cértex cerebral e disfuncéo de circuitos cortico-estriatais sugere que o
processo de doenca pode comecar no cortex, e que a liberagcdo macica de glutamato
pelos terminais cortico-estriatais pode ser responsavel pelo aumento da
excitotoxicidade no estriado e consequente degenerescéncia deste (JANUARIO,
2011).

Embora a presenca de htt mutante seja prejudicial a muitos subtipos neuronais,
0s MSNs do estriado sdo os primeiros neurdnios afetados pela doenca (ZUCCATO;
CATTANEO, 2009). Esta observacao tem sido atribuida a vérios fatores, entre eles,
a excitotoxidade seletiva nesta area, que pode ser devido aos altos niveis de
receptores de glutamato, principalmente os N-metil-ionotropicos D -receptores do
acido aspartico (NMDAR), que sado hiperestimulados, o que conduz ao excesso de
influxo de calcio e, eventualmente, resulta na ativacgdo da morte das
células (RIBEIRO et al., 2011)

O glutamato é 0 neurotransmissor excitatorio mais abundante no sistema
nervoso central e esta associado com a plasticidade sinaptica e aprendizagem. Este
se liga e ativa o NMDAR, o que, normalmente, é uma interacdo transitéria. No
entanto, um excesso de glutamato extracelular pode levar a estimulagéo continua de
NMDAR e morte neuronal (RAYMOND et al., 2011). Receptores metabotrépicos de
MGIUR do Grupo | também tém sido implicados na morte das células neuronais, no
entanto, existem relatos contraditorios em relacdo ao papel de mGIluR. Estudos
defendem que a htt mutante altera a sinalizacdo do mGIuR, uma vez que ativa vias
de protecdo neuronal na fase inicial assintomatica da doenca, mas na fase tardia
essa protecdo é perdida, gerando morte neuronal e desenvolvimento de sintomas
(RIBEIRO et al., 2011). Assim, a sinalizacdo do glutamato via ambos os receptores,

ionotropico e metabotropico, estdo relacionados com a funcdo da htt mutante na DH.
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2.7 Neurodegeneracao e o transporte axonal

A relacdo entre o tréfego intracelular e o acumulo de agregados protéicos,
levando a progressdo da morte neuronal, ainda ndo estd bem estabelecida nos
trabalhos que tratam do mecanismo de neurodegeneracao.

Os agregados protéicos em excesso, acumulam-se nos axoénios e dendritos dos
neurbnios, e podem interromper a acdo dos neurotransmissores, por impedir o
movimento das vesiculas no citoesqueleto. Isso implica em diminuicdo da liberacéo
de neurotransmissores e no aumento de inclusdes celulares (ARRASATE;
FINKBEINER, 2012). Estes podem ser encontrados em todo o sistema nervoso
central e estdo envolvidos com a neurodegeneracéo relacionada ao envelhecimento
e as doencas neurodegenerativas como o mal de Alzheimer, a doenca de Parkinson,
a Doenca de Huntington, dentre outras. Ha evidéncias de que alteracdes do trafego
intracelular antecedem a formacdo desses agregados protéicos, o que seria 0
primeiro fator importante para a degeneragcdo neuronal, pois esta deficiéncia se
reflete na disfuncdo da comunicacdo intercelular, antecedendo a sintomatologia
classica das doencas neurodegenerativas (MELO et al., 2013) .

O transporte axonal € responsavel por movimentos bidirecionais de um grande
numero de componentes celulares, como mitocéndrias, endossomos, e precursores
de vesiculas sinapticas (SVs). Muitos processos biologicos séo facilitados por estas
organelas, incluindo sobrevivéncia neuronal, desenvolvimento, aprendizado e
memoria (BORGONOVO et al., 2006).

2.7.1 Dineina e Dinactina

Nas células eucaridticas existem redes de proteinas que formam o
citoesqueleto, do qual compreendem trés classes distintas de filamentos: os
microfilamentos de actina, os microtubulos (MTs) e os filamentos intermediarios. O
citoesqueleto fornece rigidez e forca para manter a forma da célula e permitir o
movimento de organelas e vesiculas durante o processo de trafego intracelular
(HORGAN; MCCAFFREY, 2011).

Existem duas superfamilias de proteinas motoras que se movem sobre 0s
MTs: A superfamilia das quinesinas (KIFs) que participam do transporte anterégrado

e a superfamilia das dineinas (DYNSs), que se movem da porcao distal (dos terminais
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axonais ou dendriticos) em direcdo ao corpo celular, participando do transporte
retrogrado (VALLEE et al., 2004).

A proteina motora dineina, também conhecida como dineina cerebral ou
dineina citoplasmatica, foi descoberta em 1987 (LYE et al., 1987). Ela é composta
por duas cadeias pesadas, trés cadeias intermediarias, e quatro cadeias leves
(PASCHAL et al.,1987).

A dinactina se associa diretamente com a dineina e 0s componentes das
vesiculas e organelas, controlando o transporte retrégrado (KWINTER et al., 2009).
As dineinas interagem com uma variedade de proteinas que ndo pertencem ao
complexo estrutural, mas que sao cruciais para suas funcfes celulares. Além do
transporte retroégrado, destaca-se o papel das dineinas na depuracdo de agregados
protéicos, importante em doencas neurodegenerativas (KARDON; VALE, 2009).

Normalmente, sabe-se que a dineina e dinactina interagem com a htt, atraves
da ligacéao da p150Glueol (subunidade da dinactina) com a HAP1 (proteinal associada
a htt), formando um complexo htt / HAP1 / p150, o que favorece o transporte
vesicular em direcdo ao centro da célula. No entanto, a htt mutante perturba a
integridade deste complexo, alterando o transporte axonal e contribuindo para a
morte neuronal (CAVISTON et al., 2007).

2.8 Modelos experimentais para a DH

Desde a identificacdo da mutacdo na doenca de Huntington em 1993
(HUNTINGTON DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993), muitos
estudos propdem esclarecer os mecanismos patologicos da htt mutante por meio de
modelos animais que sédo capazes de reproduzir o fenotipo caracteristico da doenca,
através do cruzamento das linhagens para DH. Estes modelos sdo ferramentas
valiosas para dissecar os mecanismos comportamentais e moleculares da DH, bem
como para a avaliacdo de potenciais abordagens terapéuticas.

Trés tipos de modelos de ratos tém sido desenvolvidos para estudo da DH: modelos
knockout, transgénico, e knock-in (WHEELER, et al.,2000).
As linhagens de camundongos transgénicos sao obtidas através da inser¢do do

gene codificante para a proteina Htt humana inteira (BACHD e YAC128) ou apenas
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a sua regiao amino-terminal (R6/2). As linhagens knock-in (HdhQ111 /Q111), s&o
camundongos com uma expansdo de 111 glutaminas na regido amino-terminal.
Estes ultimos foram desenvolvidos através da substituicdo do primeiro exon do gene
htt murino pelo primeiro exon do gene htt humano e oferecem o mecanismo

patogénico mais proximo da condigcdo humana (MENALLED et al., 2005).

2.9 Alteracdo na expressao génica do modelo knock-in para DH

Numerosos estudos, tanto em pacientes com DH quanto em modelos de ratos,
demonstraram que a htt mutante pode alterar a fungcdo neuronal e a sinalizacao
celular, interrompendo as vias de transcricdo e alterando perfis de expressao génica
do estriado. Neste sentido, um estudo anterior realizado por nosso grupo de
pesquisa em modelo animal para DH (RIBEIRO et al, 2013), demonstrou uma
alteragcdo na expressdo génica em camundongos modificados para DH, estes
resultados conduziram a investigacao da expresséo génica em humanos com a DH.

No estudo de Ribeiro e cols (2013) foi utilizado o modelo animal knock-in
(HdhRMYRM1) “com a expansdo de 111 glutaminas na regido amino-terminal, e o
modelo knockout para 0 mGIuR5 (mGIuR5-/-) a fim de investigar o papel do mGIuR5
nas alteragbes motoras observadas em um modelo animal para DH, jA& que nos
camundongos a htt mutante conduz a dessensibilizacdo dos receptores mGIuR5,
resultando em menor formacdo de IP3 e aumento da liberacdo de Ca2+ dos
estoques intracelulares no estriado (ANBORGH, et al., 2005). Portanto, os
resultados deste trabalho demonstraram que o modelo da linhagem
(Hdh? MYy mGIuR5™), apresentou reducdo de inclusdes nucleares no estriado,
bem como reducdo da atividade locomotora quando comparado com seus
respectivos controles, (Hdh?*Y M /mGIuR5**) e (HAh®*°®/mGIuR5™).

Estes resultados ndo eram esperados, visto que o bloqueio do receptor,
normalmente, causaria 0 aumento da locomog¢ao. Assim, a adaptacédo do receptor
frente & htt mutante na modulacdo de aspectos funcionais da doenca sugeriu a
investigacao da expressdo génica em modelo de camundongos com DH nocautes
para o receptor mGIuR5, a fim de entender esta resposta compensatoria.

Sendo assim, o estudo de Ribeiro e cols (2013), mostrou que existe alteracao

na expressao de varios genes no estriado de modelo de camundongos com DH,
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principalmente com relacdo aos genes que codificam as proteinas dineina e
dinactina, relacionados ao transporte axonal e associados aos processos de morte
celular, sendo eles: Dineina de cadeia pesada axonemal 6 (DNAHG6), Dineina de
cadeia leve Tctex-tipo 1 (DYNLT1) e Dinactina3 (DCTN3). Portanto, a reagcédo de
PCR quantitativa confirmou maior expressdo (upregulated) dos genes DNAHG6 e
DYNLT1, bem como menor expressao (downregulated) do gene DCTN3 no estriado
destes animais quando comparados as linhagens (Hdh?*YM/mGIuR5s™) e
(Hdh®?°®/mGIuR5™) - Figura 2.
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Figura 2 - Avaliacdo da expressdo génica de DNAH6, DYNLT1l e DCTN3 por gPCR das linhagens
(Hthlll/Qlll/mGIuRS'/') X (HthZO/QZOImGIuRS'/'): upregulated dos genes DNAH6 e DYNLT1 e downregulated do
gene DCTNS.

Fonte extraida de (RIBEIRO et al, 2013).
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2.10 Diagndéstico

O diagnostico da DH envolve varios critérios clinicos, como a constatacdo dos
sinais e sintomas caracteristicos da doenca, a histéria familiar positiva e o teste
genético molecular realizado pela técnica de PCR. O método de neuroimagem como
a ressonancia magnética nuclear é usado para identificar as regibes alteradas dos
ndcleos caudados e putamén, responsaveis pelos sintomas clinicos.

Para avaliacdo clinica dos sinais e sintomas da DH é utilizada a Escala
Unificada para avaliacdo da doenca de Huntington (UHDRS), desenvolvida em 1996
por uma organizagcdo internacional de Grupo de estudos da DH. Este é um
instrumento para estudo clinico, estandardizado, validado, cobrindo véarios
componentes da doenca por meio de testes e questionarios que permitem a
classificacdo abrangente da gravidade da doenca.

A escala UHDRS avalia a gravidade do comprometimento motor, comportamental,
funcional e cognitivo que sdo projetados para avaliar o auto-cuidado dos pacientes,
assim como suas necessidades sociais e financeiras (KLEMPIR et al.,2006).

O diagndstico molecular é utilizado atualmente para confirmar se um paciente
com a suspeita clinica, realmente apresenta a DH. Como existem variedades do
namero de repeticbes de trincas de CAG em cada paciente, é importante especificar
a quantidade de bases, ja que isto se correlaciona diretamente com a gravidade e
sobrevida dos doentes.

O diagnéstico € realizado por teste genético de PCR, reacdo em cadeia de
polimerase, que permite especificar o nimero de repeticbes de CAG nas amostras
de DNA no sangue dos pacientes (WARNER, 1993). Como citado anteriormente,
considera- se positivo para DH, pacientes com seqiéncias iguais e acima de 36
CAG (KREMER et al., 1994).

O diagnodstico molecular € importante para diferenciagcdo de outras doencas
neurodegenerativas que apresentam sintomas coreiformes similares, assim como
em doencas que também apresentam como caracteristica a expansdo de
trinucleotideos.

Dessa forma, o teste genético pode ser indicado para pacientes sintomaticos e
assintomaticos. Nos casos sintomaticos, € indicado para pacientes com sintomas
neurolégicos compativeis com DH, com ou sem historia familiar positiva. Ja& nos

casos assintomaticos, € util para pessoas que apresentam historia familiar positiva
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gue queiram saber dos riscos de desenvolver a doenca e fazer um planejamento
familiar.

Segundo recomendacdes relativas ao uso do teste preditivo para a deteccéo
da doenca de Huntington - tragadas por um comité formado por representantes da
International Huntington Association (IHA) e da World Federation Neurology (WFN) —
Grupo de Pesquisa em Coreia de Huntington - todos os individuos que desejam
fazer o teste devem receber informacdes relevantes e atualizadas, além de
aconselhamento e acompanhamento multidisciplinar para que possam decidir sobre
sua realizacdo. Portanto, o diagnéstico através da andlise do DNA é um
procedimento complexo, com uma variedade de implicacdes médicas, psicoldgicas e

éticas envolvidas.

2.11 Tratamento

Nao existe cura para a DH, no entanto, existem varios tratamentos capazes de
reduzir a gravidade dos sintomas, e assim, aumentar a expectativa de vida dos
doentes.

Os agentes depletores e antagonistas dopaminérgicos tém sido o grupo
farmacolégico mais utilizado para o controle dos movimentos coreicos.
Antidepressivos, antagonistas do glutamato, antiepilépticos e outros farmacos sao
utilizados na DH para tratamento sintomatico (ADAM ; JANKOVIC ,2008).

A coréia é o sintoma motor mais evidente na DH e o seu tratamento tem sido
alvo de inUmeros estudos comparativos. A Tetrabenazina (TBZ), aprovada em 2008
para comercializacdo pela Food and Drugs Administration (FDA), € um inibidor do
transporte das monoaminas no cérebro, nomeadamente a dopamina, serotonina e
noradrenalina, com mais efeito sobre a dopamina (FRANK, 2010). A aprovacéo foi
baseada num uUnico ensaio clinico com o uso de placebo, no qual a TBZ demonstrou
uma reducdo significativa dos sintomas coreicos, embora também tenha sido
associada com alteracbes do sono, aumento do risco de suicidio e interacdo
medicamentosa com antidepressivos triciclicos, os quais acentuam os efeitos
adversos da TBZ (ONDO et al., 2002).
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A dose inicial € de 25,5 mg por dia; maximo de dose diaria de 100 mg,
administrado em doses até trés vezes por dia. Outros farmacos também podem ser
usados para o tratamento da coréia como a amantadina e antipsicéticos (haloperidol,
clozapina, risperidona). Estudos com a Amantadina, um antagonista do receptor
acido N-metil-D-aspartico (NMDA), tém demonstrado supresséo significativa da
coréia, embora ndo haja resultados comprovados (VIDENOVIC, 2013).

A depressdo na DH é tratada com medicamentos antidepressivos triciclicos
(imipramia,amitriplina),ou com inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina —
ISRS (fluoxetina, sertralina). Quando existem sintomas psicoticos, estes podem ser
tratados com neurolépticos, mas a resposta nem sempre € satisfatoria. Irritabilidade,
ansiedade e alteracdes de humor séo tratadas com benzodiazepinicos. (HADDAD;
CUMMINGS, 1997).

Nenhuma terapéutica atrasa o curso natural da doenca. No entanto, estdo em
desenvolvimento estratégias cujos alvos sédo outros receptores, além dos receptores
dopaminérgicos, nomeadamente 0s receptores da adenosina e canabinoides.
Substancias com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias estdo em
experimentacdo. Em particular os canabinoides encontram-se em fase de
investigacdo em varias doengas neurodegenerativas (FRANK; JANKOVIC, 2010).

A Estimulacdo Cerebral Profunda (Deep Brain Stimulation/DBS) esta em fase
experimental. A DBS tem como alvo o globo palido interno (GPi) e foi praticado em
2004 num doente com DH. Os sintomas de coreia e distonia tiveram melhoria de
acordo com frequéncia de estimulag&o. Por outro lado, a bradicinesia agravou com o
aumento dessa frequéncia. Sendo assim, este procedimento ndo pode ser
recomendado por néo ser possivel prever a sua eficacia a longo prazo (MORO et al.,
2004).

A DH é uma doenca neurodegenerativa que apresenta disturbios muito
complexos, por isso, o0 tratamento exige o emprego de abordagens terapéuticas
abrangentes. E recomendado, além dos cuidados médicos, a utilizacdo de
fisioterapia, terapia ocupacional, acompanhamento fonoaudiolégico, nutricional e
psicoterapico, a fim de favorecer a independéncia dos doentes nas atividades

diarias, bem como melhorar a sua qualidade de vida e de seus cuidadores.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Relacionar o diagndstico molecular da DH com as manifestacdes clinicas da doenca
e analisar a expressdo dos genes DNAH6, DYNLT1 e DCTN3 envolvidos no trafego

celular, cuja expresséo esta alterada em modelo animal de DH.

3.2 Objetivos especificos

» Realizar o diagnéstico qualitativo e quantitativo da DH por PCR.

* Relacionar o niumero de repeticdes CAG do alelo expandido com: a idade de
inicio da manifestacdo da doenca, os componentes da escala UHDRS, a

gravidade dos sintomas da doenca.

« Avaliar a gravidade do comprometimento motor, comportamental e funcional

dos pacientes com DH.

* Investigar a expressao dos genes DNAH, DYNLT1 e DCTN3 nos pacientes

com DH.

* Comparar a expressao dos genes DNAH, DYNLT1 e DCTN3 nos pacientes
com as alteracdes observadas no modelo animal geneticamente modificado

para DH.



38

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Neste estudo, foram selecionados 25 pacientes de diversas familias
distribuidas pela Grande Vitoria e cidades do interior do Estado que apresentavam
sintomas compativeis com a DH e eram acompanhados pela equipe médica do
Ambulatério de Genética Clinica do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes
da UFES (HUCAM/UFES), Vitéria (ES).

O diagnéstico clinico foi realizado por uma equipe de neurologistas,
geneticistas, psicélogos e fisioterapeuta. Os individuos com sintomas clinicos
compativeis com a doenca foram selecionados por meio de anamnese e historico
familiar positivo para a aplicacdo da Escala Unificada para Doenca de Huntington
(UHDRS). Os participantes avaliados apresentavam idades variadas e estagios
clinicos diferentes, sendo necesséario o auxilio de familiares na avaliacdo clinica da
doenca.

O grupo controle foi composto por 12 individuos saudaveis, sem historico familiar
da doenca, com idade e sexo compativeis com os pacientes em estudo.

Os participantes foram classificados em dois grupos:
1) Grupo de individuos saudaveis sem historia familiar de DH (controle).

2) Grupo de pacientes com diagndstico clinico de DH.

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFES
145/2011.

4.2 Avaliacao pela escala UHDRS

Para diagnéstico clinico dos sinais e sintomas da DH foi utilizada a Escala
Unificada para avaliacdo da Doenca de Huntington (UHDRS). Esta escala € um
instrumento padrdo para investigacdo dos sintomas clinicas da doenca e permite
avaliar o estagio de gravidade em que cada paciente se encontra, bem como

acompanhar a sua evolugéo.
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Neste estudo, foram analisados os componentes da escala UHDRS,
principalmente, os distirbios motores, comportamentais, a capacidade funcional, a
independéncia e o estagio de gravidade que o paciente se encontra.

O resultado da avaliagdo clinica nesta escala, realizada pela equipe médica,
gerou um somatdrio de pontos para cada item avaliado.

A avaliacdo motora total quantifica o nivel de comprometimento motor do
paciente. E obtido pelo somatério de pontos de 31 itens que avaliam diferentes
sinais motores, sendo eles: olhar de acompanhamento; inicio e velocidade do
movimento sacédico (movimentos rdpidos dos olhos, que mudam a dire¢cdo do
olhar); disartria; protusdo da lingua; batida dos dedos; pronacdo e supinacdo das
maos; luria; rigidez; bradicinesia corporal; distonia; coréia; marcha e estabilidade
postural. A pontuacdo varia entre 0 e 124, sendo proporcional ao maior
comprometimento motor.

A avaliacdo comportamental e psiquiatrica da UHDRS inclui 28 itens que
guantificam a gravidade e a frequéncia de varios sintomas comportamentais
(depresséo, baixa auto-estima, ansiedade, pensamentos suicidas, agressividade,
irritabilidade, comportamentos compulsivos, obsessivos, alucinagdes, ilusdes e
apatia). A pontuacéo total varia entre 0-176, e os pontos mais altos indicam maior
comprometimento comportamental.

A escala de avaliacdo funcional € preenchida através da informacéo do doente
ou do seu acompanhante. Este consta de um questionario de 25 perguntas (25
pontos) que abrange tarefas da vida diaria, desde a capacidade para manter
profissdo remunerada até as tarefas de higiene e alimentacdo executadas sem
auxilio. Quanto maior a pontuacéao, melhor a sua capacidade funcional.

A escala de independéncia varia de 10% a 100% e determina o nivel de
independéncia do paciente de acordo com a necessidade de auxilio ou de cuidados
especiais.

O estagio geral dos participantes € classificado de acordo com a escala de
Shoulson e Fahn, que traduz o indice de capacidade funcional e varia entre 0 e 5.
Este é avaliado conforme a capacidade do paciente sobre atividades béasicas
administrativas e diarias. Os pontos mais baixos indicam melhor integridade e
preservacdo de fungbes (SHOULSON; FAHN, 1979). Neste estudo, foi dividido o

estagio geral em leve (indice 1 e 2), moderado (indice 3) e grave( indice 4 e 5).
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Dessa forma a UHDRS ¢é indispensavel na investigacdo do diagnéstico clinico
da doenca, a fim de ajudar na avaliacdo da necessidade e eficacia de intervencdes

terapéuticas e socio-econdmicas (KLEMPIR et al.,2006).

4.3 Amostra biolégica

A coleta de sangue dos patrticipantes foi realizada em dois momentos no estudo.

Para diagnostico molecular, a partir da extragdo do DNA, a coleta ocorreu
entre setembro de 2013 e setembro de 2014. Para isso, foram coletados de todos
0s participantes 4mL de sangue venoso em tubos do sistema Vacuette® com
anticoagulante EDTA. As amostras obtidas foram aliquotadas, identificadas e
armazenadas a -20°C até o momento da extracdo do DNA no laboratério de
Bioquimica Clinica da UFES.

Para a avaliacdo da expressdo génica por PCR quantitativo em tempo real
(gPCR), foram selecionados nove pacientes do grupo DH e sete participantes do
grupo controle para coleta de sangue, realizada entre junho e julho de 2015. A
dificuldade de acesso aos pacientes, decorrente de estagios avancados da doenca,
impossibilitou a coleta de sangue e limitou o tamanho da amostra.

Para extracdo do RNA, foram coletados 4 mL de sangue venoso em tubos do
sistema Vacuette® com anticoagulante EDTA. As amostras foram transportadas
refrigeradas até o Laboratorio de Neurobiologia Molecular e Comportamental para
extracdo do RNA de forma imediata. Parte das amostras de cada paciente foi

armazenada em freezer a -80°C, ap6és adicao de Brazol® (LGC Biotecnologia).

4.4 Avaliacao Clinica

A avaliacao clinica foi realizada com aplicacdo da escala UHDRS aos
pacientes por médico neurologista e geneticista, com auxilio de fisioterapeuta
e psicologa, entre setembro de 2013 e setembro de 2014, no Ambulatério de

Genética Clinica do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes da UFES
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(HUCAM/UFES), Vitéria (ES), em ambiente reservado com garantia de

privacidade em todas as respostas.

4.5 Diagnostico molecular para DH

O teste genético para confirmacdo da presenca da proteina htt mutante foi
realizado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), além de quantificacdo do
namero de glutaminas por sequenciamento de DNA.

Foram coletadas, de cada participante do estudo, amostras de 4 mL de sangue
venoso para serem utilizadas para a extracdo de DNA. Parte das amostras de cada
paciente foi encaminhada para laboratério de apoio Geneticenter Ltda (Belo

Horizonte/MG) a fim de realizar o seqlienciamento genético.

4.5.1 Extracdo de DNA nas amostras de sangue

O DNA gendmico foi extraido com o kit “Wizard Genomic DNA Purification”
(Promega). Uma aliquota das amostras de sangue foi transferida para um tubo de
1,5mL estéril e incubada com uma solucao de lise de hemacias durante 10 minutos
a temperatura ambiente. ApGs a lise das células vermelhas, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado de leucécitos foi ressuspendido. A solugdo de lise celular foi adicionada
e, posteriormente, adicionou-se a solucdo de precipitacdo de proteinas. O material
foi, em seguida, centrifugado a 14.000 rpm durante 3 minutos. O sobrenadante
contendo o DNA foi transferido para um tubo contendo isopropanol. A solucéo
contendo o DNA foi centrifugada a 14.000 rpm durante 1 minuto, o isopropanol foi
descartado, 1mL de etanol 70% foi adicionado para lavar o precipitado de DNA, e
centrifugou-se novamente. O precipitado de DNA foi re-hidratado com 20 uL solucédo
de hidratacdo (Tris 10 mM/ EDTA 0,1 mM). O grau de pureza das amostras foi
medido em NanoDrop (A260/A280) e a anadlise posterior foi feita em gel de

poliacrilamida a 8%.
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4.5.2 Amplificacdo da expansédo CAG pelatécnicade PCR

O DNA extraido foi submetido inicialmente a andlise da presenca da htt
mutante através da técnica de PCR para amplificacdo da expansdo de CAG. As
condi¢cdes de amplificacdo, como o numero de ciclos, concentracdo de reagentes e
temperatura de anelamento foram padronizados para cada reagao com o objetivo de
se obter um bom sinal de amplificacdo com o minimo de inespecificidade

Para isso, foram utilizados dois tipos de técnicas distintas de PCR: PCR alelo
especifica (WARNER et al, 1993; CULJKOVICK., et al,1997) e Nested PCR
(DRURY., et al 2001). A primeira técnica citada foi empregada em duas reacdes de
amplificacéo distintas e a técnica Nested PCR, foi utilizada para outra amplificacao,
com intuito de melhorar a especificidade.

Para as duas técnicas de PCR, foi utilizado o termociclador modelo S1000
ThermalCycler da marca BIO-RAD, e os reagentes foram: oligonucleotideos
(Invitrogen® ), desoxirribonucleotideos (Promega® ), tampédo (15 mM de MgClI2, 500
mM de KCI, 100 mM de Tris HCI pH 8,4 e 1% de TritonX-100) e Taq polimerase
(Promega®).

4.5.2.1 PCR alelo especifica
A PCR alelo especifica foi utilizada para primeira reacdo de PCR seguindo as
condicbes padronizadas pelo protocolo de Warner e colaboradores (1993)

(quadrol). Para tal, foram empregados os iniciadores HD1 e HD3 (quadro 3).

Quadro 1 - Condi¢des de padronizacéo da 1° reacdo da PCR alelo especifica.

Reagentes Concentracéao Concentracdo em uso
em estoque 1° PCR
Tampéo 5X(15mM MgCl2) 1X
dNTP 2mM 0,2mM
HD1 10uM 0,5uM
HD3 10uM 0,5uM
Taq polimerase S5u/pL 1U
DNA 100ng/pL 2uL
(média)
DMSO - 2uL
Agua q.s.p. - 20uL




43

Para a segunda reacdo de PCR, foi utilizada a técnica de PCR alelo especifico
utilizando as condicdes padronizadas por protocolo de Culjkovick e cols (1997)

(quadro 2). Para tal, foram empregados os iniciadores HD1 e HDRnew (quadro 3).

Quadro 2 — Condi¢des de padronizagéo da 2° reacédo da PCR alelo especifica.

Reagentes Concentracéao Concentragcdo em uso
em estoque 1° PCR
Tampéo 5X(15mM MgCl2) 1X
dNTP 2mM 0,2mM
HD1 10uM 0,08uM
HDRnew 10puM 0,08uM
Taq polimerase S5u/pL 1U
DNA 100ng/pL 2uL
(média)
DMSO - 2,5uL
Agua qg.s.p. - 25uL

Quadro 3 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para a 12 e 22 reacdo da

PCR alelo especifica.

Iniciadores Sequéncia

HD1 (oligo senso)* 5 TGA AGG CCT TCG AGT CCC TCA AGT CCT CC 3’

HD3 (oligo antisenso)* 5” GGC GGT GGC GGC TGT TGC TGC TGC TGC TGC 3’
HDRnew (oligoantisenso)®> 5’ CAG CAG CGG CTG TGC CTG 3’

Y Warner, J.P., et al (1993) 2Culjkovic, B., et al (1997)

Quadro 4 — Programa utilizado no termociclador para a 1° e 2° PCR - alelo especifica.

Etapas 1°reacgdo de PCR 2°reacéo de PCR
Desnaturacao prévia 94°C - 4 min 94°C - 5 min
desnaturacao 94°C - 30s 94°C — 1min
anelamento 68°C — 30s 60°C — 1min
extensao 72°C — 45s 72°C — 2min
N° de ciclos 35 ciclos 35 ciclos
Extenséo final 72°C — 10min 72°C — 10min
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45.2.2 Nested PCR

O Nested PCR foi utilizado numa terceira reagcdao de PCR para aumentar a
sensibilidade e especificidade do método, visando melhor eficiéncia do resultado.
Nesta técnica emprega-se uma segunda etapa de amplificacdo com um par de
primers internos aos outros utilizados na primeira etapa. As condicdes da reacao
foram padronizadas segundo protocolo de Drury e cols (2001) (quadro 5). A 1° etapa
foi realizada com os primers HD3F e HD2R e a 2° etapa com os primers HD1F e
HD2R (Drury, K.C., et al, 2001) (quadro 6). Os programas das reacfes das 1° e 2°

etapas estdo especificadas no quadro 7.

Quadro 5 - Condi¢cdes padronizadas para a 1° e 2° reacéo de PCR Nested.

Reagentes Concentracéo Nested PCR
em estoque 1° etapa 20 etapa
Tampéao 5X(7,5mM 1X 1X
MgClI2)
dNTP 2mM 0,2mM 0,2,mM
HD3F 10uM 0,16pM -
HD2R 10uM 0,16pM 0,12 uM
HD1F 10puM - 0,12 uM
Taq polimerase 5U/pL 1uU 05U
DNA 100ng/uL 2uL -
(média)
PCR (etapal) - - 2,5uL
Agua g.s.p. - 25uL 25 uL

Quadro 6 — Sequiéncia dos iniciadores utilizados na 12 e 22 reacdo de Nested PCR.

Iniciadores Sequencia

HD3F *(oligo senso) 5" TTT TAC CTG CGG CCC AGA 3’

HD2R *(oligoantisenso) 5 GGC TGA GGA AGC TGA GGA ¥’

HD1F" (oligosenso) 5 ACC CTG GAA AAG CTG ATG ¥

1
Drury,K.C., et al (2001)
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Quadro 7 — Programa utilizado no termociclador para a 1° e 2° reacdo da Nested PCR.

Etapas 1°reacdo de PCR 2°reacdo de PCR
Desnaturacao prévia 98°C - 3min 98°C - 3min
desnaturacao 98°C - 30s 98°C - 30s
anelamento 57,2°C — 45s 57,2°C — 45s
extenséo 72°C — 90s 72°C — 90s
N° de ciclos 30 ciclos 30 ciclos
Extenséo final 72°C — 12min 72°C — 12min

Os produtos da reacao de PCR alelo especifica (figura 1) e Nested (figura 2) foram
separados por eletroforese através de um gel de poliacrilamida a 8% corado,
posteriormente, pela prata para visualizagdo do produto amplificado. Os tamanhos
dos alelos foram determinados pela comparacdo da migracdo com padrao de 100pb.
De acordo com protocolo de Warner (1993) referente a figura 1, pacientes com
fragmentos de tamanho compreendidos entre 80pb a 143pb (11 a 32 CAG) séo
classificados como normais para a DH e quando iguais ou acima de 173pb (>40
CAG) sao considerados afetados. No protocolo de Drury e cols (2001), sobre a
Nested PCR (figura 2), considera-se positivo quando o produto amplificado

apresenta fragmento maior que 162pb.

4.5.3 Sequenciamento genético

As amostras de sangue dos 25 pacientes foram encaminhadas para o laboratério de
apoio Geneticenter Ltda (Belo Horizonte/MG) para confirmagcdo genética por
sequenciamento através de andalise de fragmentos por eletroforese capilar.Os
resultados determinaram o numero de repeticdes de glutamina de cada alelo para os

dois grupos de participantes.
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4.6 Avaliacao da expresséo génica

Foi feita extracdo de RNA a partir das amostras de sangue em EDTA de parte
dos pacientes do grupo DH e do grupo controle. A gqPCR foi realizada a fim de
guantificar os niveis de mRNA dos genes seguintes: Dineina de cadeia pesada
axonemal 6 (DNAHS6), Dineina de cadeia leve Tctex-tipo 1 (DYNTL1) e Dinactina3
(DCTN3).

4.6.1 Extracao de RNA de amostras de sangue

Para a extracdo do RNA total a partir das amostras de sangue, foi utilizada
solucdo monofasica contendo fenol e guanidina isotiocianeto (Brazol®, LGC
Biotecnologia). As amostras de sangue venoso em EDTA foram transportadas
refrigeradas rapidamente para o laboratério para realizar a extracdo. O ambiente de
trabalho foi limpo com solugdo descontaminante de RNAses (RNAse ZAP, Ambion)
e também foram utilizados tubos, ponteiras e solugdes livres de RNAses.

Amostra de 100 uL de sangue total foi adicionada em tubo estéril de 1,5 mL
contendo 1mL de Brazol®. A homogeneizacdo foi realizada agitando em vortex
durante 30 segundos, o que determina lise celular, porém mantendo o RNA integro.
Adicionou-se 200 uL de cloroférmio, agitou-se novamente no vortex por 15 segundos
e depois centrifugou-se (12.000 x g, 15 min, 4°C) para separar as fases aquosa e
organica. O RNA permaneceu exclusivamente na fase aquosa e esta foi transferida
para outro tubo de 1,5 mL contendo 500 uL de isopropanol, responsavel pela
precipitacdo do RNA. Apdés incubacdo a temperatura ambiente por 10 min, realizou-
se nova centrifugacdo (12.000 x g, 10 min, 4°C). Desprezou-se 0 sobrenadante e
adicionou-se 1 mL de etanol a 75% para lavagem do precipitado (preparado com
agua DEPC a 0,01%). Em seguida, centrifugou-se a 7.500 x g por 5 min, 4°C. O
sobrenadante foi removido com cuidado e seco a 60°C por 10 minutos. O precipitado
de RNA foi ressuspenso em 30 pL de agua livre de RNAse, isto €, 4gua tratada com
dietilpirocarboneto — DEPC (Sigma, MO, EUA).

A concentracdo do RNA extraido foi verificada utilizando o equipamento
NanoDrop™ (ThermoScientific, Wilmington, USA). Para a verificacdo da pureza do
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RNA extraido calcula-se a razdo entre a absorbancia medida a 260 nm e a 280 nm.

Valor entre 1,8 e 2,0 foi considerado grau de pureza satisfatéria.

4.6.2 Eletroforese em gel de agarose

As amostras do RNA extraido foram submetidas a uma eletroforese em gel
desnaturante de agarose para verificar a qualidade deste RNA. O gel de agarose foi
preparado a 1% em agua previamente tratada com DEPC e autoclavada, adicionado
de 9 mL de formaldeido e 5mL de tampdo MOPS 10X (MOPS[3-(Nmorpholino)
propanesulfonic acid] 0,2 M, acetato de sédio 0,05 M, EDTA 0,01 M; pH 5,5-7,0). As
amostras foram homogeneizadas com 2 pL de MOPS 10X, 4 uL de formaldeido, 10
UL de formamida, 0,5 pL de brometo de etideo a 10%, aquecidas a 80°C por 10
minutos e resfriadas no gelo. As mesmas foram homogeneizadas com tampéo de
amostra contendo 0,25% azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol e 30% de
glicerol em agua, e entdo aplicadas no gel. Para a corrida, 10X MOPS foi diluido
para 1X MOPS e utilizado como tampao de corrida. As amostras correram a 100V
por aproximadamente 70 minutos e as bandas foram observadas em um

transiluminador UV.

4.6.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad®,
CA, USA) usando o equipamento S1000 Thermal Cycler (Biorad, CA, USA). As
condicbes da reacao foram as seguintes: 25°C por 5 min., 42°C por 30min., 85°C por

5 min.

4.6.4 Desenho dos iniciadores para gPCR

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para B-actina (ACTB) - gene
normalizador — e para DNAHG6, DCTN3, DYNLTL1 - genes alvos - foram desenhados

a partir da sequéncia de RNAmM do gene em questdo contidos no site



48

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, escolhendo a regido de interesse para confecgao
dos iniciadores. A partir disso foi feito o desenho pelo Programa Integrated DNA
Technologies — IDT (https://www.idtdna.com/Primerquest) e o alinhamento com

outras sequencias foi verificada no endereco http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast.

Tabela 1 — Seqiiéncia dos iniciadores para avaliacdo da expressédo génica em qPCR.

GENE Acesso no Iniciadores (5’- 3’) Tamanho
banco de fragmento(pb)
genes

ACTB BC016045 F: TCCTCACCCTGAAGTACCC

R: CACACGCAGCTCATTGTAGA
98
DNAHG6 NM_001370 F:TGCCACATCATCTACTCAGTTT
R:ACCAGTATGTGGCAGTTTAGG 115
DCTN3 NM_001281425 F: AGAGGGAGAGGGTGAAGATT
R:CAGCTTAGAGGCATCAGGTATG
104
DYNLT1 NM_006519 F:GTGCCTTCGGACTGTCTATTT
R: ATTCATGGCTGGTGGTTAGAG 90

* ACTB (B-actina); DNAH6 (Dineina de cadeia pesada axonemal 6); DYNTL1 (Dineina de cadeia leve Tctex-tipo); DCTN3
(Dinactina3)

4.6.5 Reacao de PCR quantitativo em tempo real

As amostras de cDNA obtidas foram submetidas a reacdo qPCR utilizando o
equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, com o kit SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems). As reacdes foram preparadas em um
volume total de 12uL contendo 5 pL de SYBR Green Master Mix, 3,5 yuL de agua
purificada, 0,5uL de cada iniciador a 10uM e 0,5 pL de cDNA. Foram realizados 45
ciclos ap6s a desnaturacédo inicial (95°C, 2 minutos) de acordo com 0s seguintes
parametros: 95°C (desnaturacdo) por 15s; 60°C (anelamento) por 30s e 72°C
(amplificacdo) por 30s. Para garantir a qualidade da reacdo, as amostras foram

preparadas em triplicata e para cada experimento incluiu-se uma rea¢cdo sem molde


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
https://www.idtdna.com/Primerquest
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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como controle negativo. Além disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi
avaliada utilizando-se amostras RT-negativas e pela analise da curva de melting dos
produtos amplificados, que foi feita resfriando-se as amostras a 60°C e, em seguida,
aumentando-se a temperatura para 95°C a 0,1°C/s. A quantificagdo relativa da
expressdo génica foi feita pelo método 2-AACt utilizando o gene da [B-actina para
normalizacdo dos dados. Os primers utilizados tiveram a eficiéncia de amplificacéo

avaliada, apresentaram desempenho satisfatério, e estdo descritos na tabela 1.

4.7 Andalise estatistica

A analise estatistica dos dados foi feita através do software GraphPadPrism®,
versao 5.0. O estudo contou com variaveis quantitativas e qualitativas (categoricas).
Antes da comparacdo entre 0s grupos e para verificar quais variaveis quantitativas
possuiam distribuicdo normal foi realizado o teste de Shapiro Wilk.

Para as varidveis que apresentaram distribuicdo fora da normalidade, a
comparacao entre mais de dois grupos foi realizada com teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de multipla comparacdo de Dunn post hoc. Quando as variaveis
guantitativas ndo seguiram a normalidade e eram comparadas para dois grupos, foi
realizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

A investigagdo da correlacdo entre os parametros estudados foi realizada
através da correlacdo de Spearman para as variaveis ndo paramétricas e Pearson
para as variaveis normais.

Para analise descritiva, as variaveis continuas foram descritas nos seus
valores minimos, médios, medianos, maximos e desvio padréo.

Para andlise dos resultados do gPCR, a média e o erro padrdo foram
calculados a partir de triplicatas técnicas e analisados pelo teste t de Student néo
pareado. Foram consideradas como diferencgas significativas valores de p<0,05 com

intervalos de confianca de 95%.
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5.1 Caracterizacao dos pacientes
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Neste estudo, foram selecionados pela equipe médica, 25 pacientes com

caracteristicas clinicas de DH (grupo 2). A tabela 2 representa a caracterizacéo

sociodemografica dos participantes. Destes, 15 (60%) pacientes pertencem ao sexo

feminino e 10 (40%) ao sexo masculino. Possuem uma média de 43 anos de idade

com etnia predominante europeu latino (48%) e a maioria residente na Grande

Vitoria (48%).

Tabela 2 - Caracteristicas sociodemograficas dos participantes do grupo 2.

Variavel Categoria Grupo DH
Género (n, %) Feminino 15 (60%)
Masculino 10 (40%)

Idade (M + DP) - 43,28 + 14,36
Idade por faixa etéria (n, %) 0 A 20 ANOS 03 (12%)
21 A 40 ANOS 08 (32%)
41 A 60 ANOS 11 (44%)
> De 60 ANOS 03 (12%)

Etnia (n, %)

Europeu latino
europeu néo latino

africano

12 (48,0%)
09 (36% )

04 (16%)

Distribuicao Geogréfica (n, %)

Grande Vitoria
Aracruz
Linhares

Ibiragu

Santa Tereza

Cachoeiro de Itapemirim

Domingos Martins

12(48%)
3 (12%)
1 (4%)
4 (16%)
1 (4%)
3 (12%)

1 (4%)

5.2 Diagnostico molecular para DH

A investigacdo da presenca do alelo mutante foi realizada nos 25 pacientes

encaminhadas para o estudo. A Figura 3 ilustra o resultado da eletroforese do
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produto da PCR alelo especifica - Warner, J.P., et al (1993) ,Culjkovic, B., et al
(1997) - realizada para diagndstico da mutacdo no gene de um paciente do grupo 2,
sendo um individuo ja afetado pela DH (canaleta 4), cujo DNA foi utilizado como

controle positivo da reagéo.

300

200

100

Pem(pb)
Legenda : Canaletas: 1: padrao de peso molecular; 2: branco; 3: controle negativo; 4: controle positivo; 5 : portador da

mutagao.

Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida para detec¢do do alelo mutante no gene IT15

dos pacientes do grupo 2, através da técnica de PCR alelo especifico.

A Figura 4 ilustra o resultado do teste molecular da Nested PCR - Drury,K.C., et al
(2001) - realizada em dois pacientes do estudo, sendo um individuo controle positivo

para DH (canaleta 3).

100

Ppm(pb)
Legenda: Canaletas: 1: padrdo de peso molecular; 2: branco; 3: controle positivo; 4: controle negativo; 5 e 6: pacientes

suspeitos da mutagéo.

Figura 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida para detecgdo do mutante no gene IT15 dos

pacientes do grupo 2, através da técnica de Nested PCR.

Amostras de sangue dos pacientes com PCR positiva para htt mutante, bem como
pacientes com resultado duvidoso na visualizagdo em eletroforese, foram
encaminhados para o laboratério Geneticenter Ltda para quantificacdo do niamero de
repeticbes CAG pela técnica de analise de fragmentos através de eletroforese

capilar.
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Em dezessete (68%) pacientes foi identificada a expansdao de CAG no gene IT15
confirmando o diagnéstico de DH. Seis pacientes apresentaram numero de
repeticbes CAG normais, suspeitos de coréia benigna, e em dois pacientes nao foi
possivel determinar o resultado. Ja nas amostras dos pacientes controles (grupo 1),
observou-se um participante com alelo de 28 repeticbes de CAG, que determina um
alelo intermediario, ndo afetado, mas com potencial expansdo nas proximas

geragoes.

Tabela 3: Distribuicdo do resultado do sequienciamento génico do alelo normal e expandido

nos pacientes do grupo 2.

Pacientes do | Repeticdo CAG do Repeticao CAG do
grupo DH alelo expandido alelo normal

1 - -

2 - -

3 41 27
4 40 12
5 17 17
6 44 13
7 45 17
8 16 17
9 16 *

10 43 15
11 15 *

12 15 14
13 39 17
14 45 21
15 16 17
16 47 13
17 40 15
18 42 21
19 41 17
20 44 16
21 40 13
22 42 16
23 43 20
24 39 21
25 41 22

Grupo DH: Paciente 1 e 2 — n3o foi possivel determinar o nUmero de CAG.Paciente 5,8,9,11,12,15: suspeitos de coréia benigna. * Presenca

de homozigoze para os dois alelos ou alelo nulo. Expansdes acima de 240 repetigdes ndo sdo detectdveis.
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Tabela 4: Distribuicdo do resultado do seqiienciamento génico dos dois alelos nos

participantes do grupo controle.

Pacientes  do | Repeticao CAG do | Repeticao CAG do
grupo controle primeiro alelo segundo alelo

1 21 16

2 16 13

3 14 *

4 14 *

5 18 14

6 15 *

7 14 15

8 * *

9 23 20

10 28 15

11 19 18

12 17 16

Grupo controle: * Presenga de homozigoze para os dois alelos ou alelo nulo. Expansdes acima de 240 repetigdes ndo sdo detectdveis.

De acordo com o numero de repeticbes CAG, 0s pacientes sao classificados em
normais, intermediarios e afetados - com penetrancia reduzida ou completa. Dos 17
pacientes confirmados geneticamente e, portanto, afetados pela doenca de
Huntington, observou-se que aproximadamente 12% (2) apresentam repeticdes de
CAG entre 36 e 39 (penetrancia reduzida). No entanto, a maioria dos pacientes, 88%
(15), apresentam repeticoes acima de 40 CAG (penetrancia completa), com

sintomas classicos bem definidos (figura 5).

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0% |
Até 35 CAG 36-39 CAG 240 CAG

Figura 5 - Classificagdo dos alelos de acordo com o nimero de repeticdes CAG nos pacientes com DH.
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5.3 Avaliacao genética e clinica dos pacientes com DH

A Tabela 5 mostra a distribuicdo dos pacientes confirmados com DH em relagéo ao
alelo mutante e normal, género, idade do 1° sintoma, idade atual, etnia e

transmissao genética.

Tabela 5 - Caracterizacdo genética, étnica e clinica dos pacientes com DH.

] ] idade 1° Idade alelo alelo o
Paciente  Sexo Etnia ) ) Transmisséao
sintoma atual expandido normal

1 F europeu latino 45 51 40 12 materna
europeu  ndo
2 M . 59 69 41 22 paterna
latino
3 F africano 30 39 43 20 paterna
4 M africano 43 47 39 21 paterna
5 F africano 29 38 47 13 paterna
6 M africano a7 50 40 15 paterna
7 M africano 33 37 43 15 paterna
8 F africano 40 a7 40 13 materna
9 M africano 36 40 45 21 desconhecido
10 M europeu latino 40 47 41 27 paterna
europeu  ndo
41 17
11 F latino 46 54 materna
europeu  ndo
44 16
12 F latino 36 39 materna
13 F europeu latino 56 66 42 16 desconhecido
europeu  ndo
. 42 21
14 M latino 37 47 materna
15 M europeu latino 36 43 44 13 paterna
16 M europeu latino a7 56 39 17 paterna
17 F europeu latino 35 45 45 17 paterna
Média 40,9 47,9 42,11 17,41

18,40 19,22 +2,31 14,04
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O numero de expansdes nos alelos variou de 39 a 47 repeticdes de CAG (média de
42,11 unidades CAG) e dos alelos normais de 12 a 27 unidades CAG (média = 17,4
CAG). Da populacéo afetada, 53% sao do sexo masculino e 47% feminino e a etnia
predominante foi africana com 41,2%, sendo europeu latino 35,2% e europeu nao
latino 23,5%.

A idade atual variou de 37-69 anos (média de 47,9 anos) e a idade do 1° sintoma
de 29 a 59 anos (média de 41 anos). A transmissao foi predominante paterna com
58,8% e a materna 41,1%. Dois pacientes ndo souberam responder a heranga
genética familiar da doenca. Todos pacientes confirmados com DH tiveram inicio
dos sintomas apés os 20 anos de idade e, portanto, apresentam a forma tardia da
doenca.

Os componentes da escala UHDRS foram relacionados estatisticamente entre
si, assim como o0s outros dados clinicos citados, a fim de avaliar a relagdo destes
com 0s pacientes neste estudo e contribuir para o esclarecimento e futuros
tratamentos da doenca. Consideramos diferenca significativa para p< 0,05.

Na figura 6 observa-se uma correlacdo negativa significativa (p=0,005, r=-0,64,
R= 41,7%) entre o namero de repeticbes CAG no alelo maior e a idade de
aparecimento do 1° sintoma. O aumento namero de repeticdes CAG foi associado a
uma idade menor de aparecimento dos primeiros sintomas. Como mostrado na
tabela 5, entre os dezessete pacientes confirmados, o0 paciente que apresentou 0
inicio dos sintomas mais precoce (29 anos), possui 0 maior numero de repeticdes

CAG no alelo mutante.

p =0.005 **
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Repetigido CAG no maior alelo

Figura 6 — Gréafico de dispersdo correspondente a correlacdo (p<0,05) entre a idade do 1°
sintoma nos pacientes com DH e o numero repeticdes CAG no maior alelo nos individuos

doentes.
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No entanto, ndo se observa diferenca estatisticamente significativa (teste de
Pearson: p=0,24) entre o numero de repeticbes CAG no alelo normal e a idade de

aparecimento do primeiro sintoma (Figura 7).

p=0.24
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Repetigido CAG alele normal

Figura 7 - Grafico de dispersado correspondente a correlagdo néo significativa entre a idade do
1° sintoma nos pacientes com DH e o nimero repeticdes CAG no alelo normal nos individuos

doentes.

Como observado na tabela 5, a transmisséo por via paterna foi encontrada em
10 (58,8%) pacientes e a materna em 5 (41,1%). Em 2 individuos (11,7%) nao foi
possivel determinar a via de transmissdo apesar de conhecidos 0s progenitores.
Neste estudo, néo foi observada diferenca em relacdo ao nimero de repeticdes do
trinucleétido CAG do alelo maior e a via de transmissado (teste de Kruskal-Wallis:

p=0,42), como esta representado na Figura 8.
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p=0,42
501

451 T

Repeticdo CAG alelo maior

Via de transmissao

Figura 8 - Gréaficos Box-plot correspondente ao numero de repetices CAG do alelo maior de

acordo com avia de transmissao genética.

Os pacientes com DH confirmados por seqienciamento molecular foram
selecionados para avaliacdo por uma escala especifica que verifica o grau da
doenca (UHDRS). Por meio de um somatoério de pontos de cada componente
(motor, comportamental, capacidade funcional e independéncia) foi feita a andlise
descritiva da pontuacédo para cada item em relacéo aos pacientes avaliados, a fim de

saber o nivel da gravidade da doenca nestes pacientes.

A tabela 6 representa a descricdo total da pontuacdo dos pacientes com DH
avaliados pela escala UHDRS para cada item. O tempo de duracdo da doenca
nestes pacientes variou de 3 a 10 anos, com média de 7 anos de aparecimento dos
primeiros sintomas. Verifica-se que o valor médio do desempenho motor é de 58,8
pontos (0-124), o que traduz um comprometimento motor de 47,4% em relacdo a
pontuacdo méaxima. Quanto a capacidade funcional, o valor médio dos pontos

apresentados neste estudo € de 10,05, sendo o total desta escala 25.
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Tabela 6 - Analise descritiva da pontuacdo dos componentes da escala UHDRS nos
pacientes com DH.

Avalicagcao Global da escala UHDRS nos pacientes com DH

Motor Comportamental Funcional TFC Independéncia Duragao

doenca (anos)

MINIMO 32 6 0 0 10 3
MEDIANA 54 15,5 11 4,5 65 7
MAXIMO 85 132 23 13 80 10
MEDIA 58,8 25,05 10,05 4,5 57 7
DEV. PADRAO 18,81 28,05 7,19 3,50 22,03 2,62

O estagio da gravidade dos pacientes, obtidos por meio do indice de
capacidade funcional total na escala UHDRS - divididos em leve, moderado e grave
- foi correlacionado com o tempo de duragdo da doenca (figura 9), a avaliagcéo
funcional (figura 10) e o componente motor (figura 11) do paciente. Nao houve
nenhum paciente em estagio leve, por isso relacionou-se apenas 0s estagios
moderado e grave.

Verifica-se nao existir diferenca significativa (p=0,27) quanto ao tempo de

duracéo da doencga e o estagio de gravidade nos pacientes deste estudo (figura 10).

p=0,27
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Figura 9 — Gréafico Box-plot correspondente ao tempo de duracdo da doenga e 0 estagio de
gravidade. Teste de Mann-Whitney estatisticamente néo significativo (p>0,05).
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A capacidade funcional dos pacientes avaliados na escala UHDRS esta
diretamente relacionada com a gravidade da doenca, como mostrado na figura 11.

Como esperado, existe uma diferenca estatistica significativa (p=0,006, U=1,5).
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Figura 10 — Gréafico Box-plot correspondente a avaliagdo funcional de acordo com o estagio de

gravidade. Teste de Mann-Whitney com diferenca estatistica para p < 0,05

A deterioragcdo motora € o sintoma mais classico na DH. O somatorio de pontos
do componente motor variou de 32 a 85 pontos. A figura 11 mostra uma relagéo

significativa (p=0,005, U=7,0) referente ao comprometimento motor e a gravidade da

doenca.
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Figura 11 — Grafico Box-plot correspondente ao componente motor da escala UHDRS e o

estagio de gravidade. Teste de Mann-Whitney com diferenca estatistica para p < 0,05.
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Com relacdo as variagfes de sintomas da fungdo motora, avaliada pela escala
UHDRS, o grupo de pacientes com DH em estagio moderado obteve média de 48,9
pontos totais (32-55), representando 39,43% de alteracdo motora. O grupo DH em
estagio grave obteve 73,7 pontos (65-85) no total de 124 pontos possiveis, que
representa 59,43%. No grupo moderado as tarefas motoras finas foram as mais
prejudicadas (68,5%). No grupo grave a alteracao foi maior na fungao relacionada a
marcha (96,6%) e nas tarefas motoras finas (96,5%). A coréia se manifestou com
maior frequéncia no grupo moderado (42,14%) do que no grupo grave (30,7%).
Sintomas parkinsonianos foram menos frequentes. Nao houve sintoma de distonia
nos dois grupos. A tabela 7 mostra o desempenho motor total distribuido nas sete

categorias proposta pela escala UHDRS.

Tabela 7 — Desempenho dos pacientes com DH em estdgio moderado e grave na

avaliacdo motora da UHDRS.

Grupo DH
Grupo DH grave
moderado % %
(média)
UHDRS (média)

Funcdo oculomotora 12,6/24 52,5 20/24 83,3
Tarefas motoras finas 13,7/20 68,5 19,3/20 96,5
Movimentos orolinguais 3,3/8 41,25 6,6/8 82,5
Coréia 11,8/28 42,14 8,6/28 30,7
Distonia 0/20 0 0/20 0
Parkinsonismo 3,4/12 28,3 7,6/12 63,3
Funcgdo relacionada a marcha 4,11/12 34,25 11,6/12 96,6
Total 48,9/124 39,43 73,7/124 59,43

Registra-se a existéncia de uma correlagdo negativa e estatisticamente
significativa (p=0,004; r= -0,65) entre o0 componente motor total e a independéncia de
acordo com a escala UHDRS. Dessa forma, um aumento da pontuacdo no
componente motor (alteragcbes motoras) corresponde a uma acentuada diminui¢cédo

no grau de independéncia (figural2).
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Figura 12 — Gréfico de dispersdo correspondente & correlagdo estatisticamente significante

(p<0,05) entre o componente motor da escala UHDRS e a independéncia dos pacientes.

Além disso, foram também correlacionados o tamanho da repeticdo CAG do
alelo expandido e os outros componentes da escala UHDRS. N&o foi observada
diferenca estatistica entre o alelo expandido CAG e o componente motor (p=0,5), a
capacidade funcional (p=0,08) e a avaliagdo comportamental (p=0,96).

Apenas a relacdo entre a repeticdo CAG do alelo expandido e a independéncia foi

estatisticamente significativa (p=0,02).

A escala de independéncia varia entre 10 e 100% e esta relacionada com o
agravamento dos sintomas e a necessidade de cuidados basicos ou especiais. Foi
observada correlacdo negativa e estatisticamente significativa (p=0,02, r=-0,53,
R=28%) entre a repeticdo CAG do alelo maior e a independéncia do paciente. Dessa
forma, quanto maior o tamanho do alelo expandido CAG, maior sera o agravamento

da doenca, logo menor sera a independéncia do paciente (figura 13).
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Figura 13 - Grafico de dispersdo correspondente a correlagdo estatisticamente significante

(p<0,05) entre arepeticdo CAG do alelo maior e aindependéncia dos pacientes.

5.4 Avaliacdo da expressédo génica em pacientes com DH

A expressao génica relativa foi avaliada por gPCR a partir do sangue de
pacientes diagnosticados com a DH para avaliar possiveis altera¢fes transcricionais
compativeis com o encontrado em estudo anterior (RIBEIRO et al., 2013) em

modelos de camundongos geneticamente modificados para DH.

Com relacdo a expressao dos genes DNAH6, DYNTL1 e DCTN3 em pacientes
com a DH, observou-se uma diminuicdo significativa na expressdo de DNAHG6
(p=0,0025) em relacdo ao grupo controle (Figura 14). Nao houve alteracao
significativa na expressao génica de DYNTL1 (p=0,08) (Figura 15), assim como para
o0 gene DCTN3 (p=0,41), nos pacientes com DH quando comparado ao grupo

controle (Figura 16).
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Figura 14. Expresséao relativa de mRNA do gene DNAHG6, normalizada com o gene da B-actina.
Dados expressos como Média + erro padrédo de controles (n= 7) e pacientes do grupo DH (n= 8). teste

T néo pareado com p<0,05** em relacéo ao grupo controle.
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Figura 15. Expressao relativa de mRNA do gene DYNLT1, normalizada com o gene da B-actina.
Dados expressos como Média + erro padréo de controles (n=7) e pacientes do grupo DH (n=9). teste

T ndo pareado com p>0,05 em relagcdo ao grupo controle.
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Figura 16. Expresséo relativa de mRNA do gene DCTNS3, normalizada com o gene da [-actina.
Dados expressos como Média + erro padrdao de controles (n= 7) e pacientes do grupo DH (n=9).

Teste T ndo pareado com p>0,05 em relacdo ao grupo controle.

6 DISCUSSAO

Primeiramente, é importante ressaltar que estudos relacionados a Doenca de
Huntington no Brasil e mais precisamente, no estado do Espirito Santo (ES), como
propbe esta pesquisa, continuam sendo pouco realizados e encontrados na
literatura. Além disso, questdes éticas no que diz respeito ao teste preditivo em
menores de 18 anos em conjunto com o conflito do diagndstico em familiares de
uma doenga ndo curavel, podem causar estigma, estresse psicolégico e
discriminacdo em potencial, o que dificulta a descoberta de mais casos e 0s avangos
no conhecimento da doenca.

Em muitos estudos no Brasil e no mundo, é possivel observar que o nimero de
casos analisados é pequeno, e por vezes até menor, se comparado ao presente
trabalho, visto que este se restringe ao estado do ES. Em dois anos de estudo, foi
possivel encontrar individuos com sinais compativeis com a doenca em diversas

cidades no Estado do Espirito Santo, totalizando 25 participantes, com média de 43
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anos, sendo 60% do sexo feminino e 48% pertencentes a Grande Vitoria. Estudos
de Lima e Silva (2000), no sul e sudeste do Brasil, contaram com 44 participantes,
57% do sexo feminino, com média de 39 anos. Estudo de Azambuja, 2006, em Sao
Paulo, obteve 26 participantes, 61,5% feminino, média de 48 anos. Em ambito
mundial, Toh e cols (2014), em Instituto de Pesquisa na Nova Zelandia, observou 22
doentes, 54,5% feminino, com média de 50 anos de idade, ja Tabrizi e cols (2009)
na Inglaterra, Canada e Franca, analisou 123 doentes, 55% do sexo feminino, com
meédia de 49 anos.

Com a clonagem do gene da DH em 1993 e a caracterizagdo da mutagao, um
diagnéstico molecular preciso pode agora ser realizado, por meio do teste de reacao
em cadeia de polimerase (PCR) e sequenciamento molecular que identifica a
presenca da mutacdo e fornece o numero exato de repeticbes da trinca CAG no
alelo mutante, respectivamente. Em nosso estudo, a investigacdo génica do alelo
mutante foi feita por PCR (figuras 3 e 4) em pacientes com diagndstico clinico e com
histéria familiar positiva para DH, no entanto, a dificuldade com a amplificacdo por
PCR do segmento especifico de DNA neste trabalho, pode ser justificado pela regiao
extremamente rica em GC préximo a expansao de CAG no gene IT15, o que faz
com que seja dificil a hibridizagdo dos iniciadores com o alvo em questdo
(CULJKOVICA et al.,1997). Estudos mostraram que o tamanho da regido CCG
adjacente a regido expandida de CAG, pode ser polimérfico em diferentes
populacbes e estd associado com sete repeticbes no cromossomo de pacientes
afetados. Porém, ndo foi comprovado se estas repeticdes CCG teriam influéncia na
apresentacao clinica da DH (SEMAKA et al.,2006).

Os pacientes suspeitos da DH foram analisados por sequenciamento génico
para quantificar o nUmero de expansdes de glutamina, confirmando a mutagdo em
68% (17) dos pacientes no grupo DH. Destes pacientes afetados, 88% apresentam a
penetrancia completa da doenga com repeticbes acima de 40 CAG, ou seja, a
doenca é expressa clinicamente em todos os portadores do alelo expandido, sendo
apenas 12% (alelos entre 36 e 39 repeticbes) dos doentes com apresentacdo
incompleta do fendtipo correspondente, relacionados com um inicio mais tardio de
doenca. Com relacdo a etnia, ocorreu predominancia um pouco mais africana (41%)
do que europeu latino (35,2%), 0 que se mostra diferente de outros estudos com
presenca majoritaria de etnia caucasoéide (RASKIN, 2000; JANUARIO, 2011).
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Nos doentes, o tamanho do alelo expandido situa-se entre 39 e 47 repeticbes
CAG (média 42,1 + 2,31) e o alelo normal compreende entre 12 e 27 repeticdes
CAG (média 17,4 + 4,04). Diferentemente do observado no total de participantes no
inicio deste estudo, o grupo DH, formado por pacientes confirmados geneticamente,
foi composto de 53% de homens e 47% de mulheres, o que néo representa uma
diferenca consideravel. No entanto, em outros estudos (AZAMBUJA, 2006;
THOMPSON et al.,2012; LIMA E SILVA et al.,, 2000) existe uma predominancia
feminina na doenca. Apesar disso, sabe-se que a doenca tem igual probabilidade de
afetar ambos os géneros e que estes possuem a mesma chance de transmitir a
caracteristica para seus descendentes.

Também nos participantes deste estudo, verificamos que o tamanho da
expansdo CAG foi um pouco abaixo do encontrado no Sul e Sudeste do Brasil com
média de 46 CAG (AZAMBUJA, 2006; RASKIN, et al.,2000; LIMA E SILVA et al.,
2000) e mais proximo com estudos na Europa e América do Norte que apresentam
um valor médio no comprimento da expansdo CAG discretamente mais curto, com
41 repeticdes (PAULSEN et al., 2006; LANGBEHN et al., 2004). No grupo controle,
observou-se variagdo nos dois alelos normais entre 13 e 28 repeticdes de CAG,
assim verificamos a presenca de um alelo intermediario de 28 CAG em um individuo
deste grupo, o que representa 8,3% deste grupo. Considerando o grupo DH e o
grupo controle, este alelo intermediario, também conhecido como alelo normal
grande, representa 2,7% do total de participantes. Em estudo de Raskin (2000), com
participantes brasileiros, foi observado 4% de alelos intermediarios no grupo de
origem caucaséide e 4,7% no grupo de origem africana, o que pode explicar a
incidéncia de DH na populacédo brasileira atual de origem africana neste estudo,
visto que a instabilidade meiédtica pode estar presente em alelo normais com 27 a 35
trincas CAG, podendo originar novos casos de doencga na sua transmissao. Existem
divergéncias quanto a real estimativa do risco de mutacdo do alelo intermediério,
pois alguns autores defendem que a sua instabilidade € pequena, uma vez que
apenas 0,06% mostraram ser instaveis na volumosa amostra referente as familias
venezuelanas (GAYAN et al., 2008), ja outro estudo reporta instabilidade em cerca
de 30% dos casos na Colémbia (SEMAKA et al., 2009).

Diversos estudos tém, repetidamente, demonstrado existir uma relagéo inversa
entre a idade de inicio dos sintomas da doenca e o numero de repeticdes da trinca
CAG (JANUARIO, 2011; LANGBEHN et al., 2004; LIMA E SILVA et al., 2000;
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BRINKMAN et al.,1997), sendo este o principal fator determinante da idade de inicio.
Nos individuos deste estudo diagnosticados com DH, existe forte relacéo linear entre
0 numero de repeticdes e a idade de aparecimento do primeiro sintoma (p <0,05,
R2=41,7%), com o numero de repeticbes de trincas CAG correlacionando
negativamente com a idade de inicio. Isto demonstra que o modelo de regressao é
responsavel por 41,7% da variancia na idade de inicio sintomatico, na nossa
amostra. Em estudo feito por Andrew e colaboradores (1993), o0 mesmo modelo
representou uma variagdo de 50% entre a idade de inicio sintomatico e o numero de
repeticoes da trinca CAG. Para exemplificar este dado no estudo, a tabela 5 mostra
um paciente que comecou a apresentar sintomas da DH aos 29 anos, o mais
precoce do grupo, e que possui 0 maior numero de repeticbes, com 47 CAG. Os
resultados que obtivemos, ndo confirmam qualquer influéncia do tamanho do alelo
normal com o inicio dos primeiros sintomas (p=0,24).

Reconhece-se como inicio da doenca quando surgem sinais motores
inequivocamente identificaveis, tais como o0os movimentos involuntarios coreico-
discinéticos. Na verdade, a alteracdo do movimento voluntario esta presente
precocemente na DH, mas a sua observacao é dificil, mal avaliada e raramente
reconhecida como manifestacdo inaugural. S6 depois da progresséo da doenca, em
analise retrospectiva, se valorizam sinais pré-existentes que ndo se reconheciam
como patologicos. Da mesma forma, os sintomas comportamentais e cognitivos
iniciais sdo dificilmente reconhecidos, sendo a sua identificacdo influenciada
provavelmente pelo nivel educacional do doente, pela informagédo que detém sobre a
doenca e pelo ambiente sécio-cultural onde estéa inserido (JANUARIO, 2011).

Sobre a forma de apresentacdo da doenca, a forma juvenil, com inicio dos
sintomas abaixo dos 20 anos, nao foi observada. Neste estudo, todos os pacientes
apresentam a forma tardia com sintomas iniciais entre 29 a 59 anos de idade (média
de 41 anos), o que estd de acordo com outros dados, em que na maioria dos
pacientes, a doenca se manifesta entre a terceira e quarta década de vida
(HAYDEN, 1981). A idade atrasada de manifestacdo da doenca, observada nestes
pacientes, e ja reconhecida na literatura, favorece a transmissdo do gene para as
proximas geragfes, tornando dificil prevenir o aparecimento da doenca na
populacdo. O desenvolvimento precoce dos sintomas (forma juvenil) est4 associado
com a forma de transmissdo genética de origem paterna, devido a maior

instabilidade do numero de repeticbes CAG durante a transmissdo. Nos pacientes
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deste estudo, a transmissédo paterna foi predominante, com 58,8%, e a forma
materna com 41,1%, no entanto, este dado ndo se relacionou com o0 aparecimento
de nenhuma forma juvenil da doenca. Neste sentido, ao analisar a relagdo do
tamanho da expansdo CAG do alelo mutante entre pacientes com transmissao
paternal (média = 42,3 unidades CAG) e maternal (média = 41,2 unidades CAG)
mostrado na figura 7, ndo foi observada diferenca estatistica significativa (teste de
Kruskal-Wallis: p=0,42). Em estudo de Lima e Silva e colaboradores (2000) no
Brasil, embora a transmissdo paterna tenha sido maior em 32 doentes, também néo
houve diferenca significativa no tamanho da repeticAdo CAG expandida entre
pacientes com transmisséo paterna (média = 51,6 unidades CAG) e materna (média
=51,5 GAC).

Ao avaliar os sinais e sintomas clinicos dos pacientes, observa-se que estes
apresentam tempo de doenca médio de sete anos, portanto ndo sdo pacientes com
a doenca em sua fase inicial e, assim, apresentam sinais motores involuntarios bem
definidos. Em relato com familiares e os proprios pacientes, sédo frequentes
episodios de desequilibrio, queda, dificuldades de fala e disfagia. Ja as
manifestacbes comportamentais e psiquidtricas sdo multiplas, compreendendo
desde perturbacbes do humor, distirbios de ansiedade, comportamentos
obsessivos, compulsdes, agressividade, irritabilidade e apatia. No entanto, ao
contrario das manifestagcdes motoras, estas sdo inconstantes no seu aparecimento,
podendo ser evidente em alguns doentes ou estar completamente ausente em
outros. Nos pacientes deste estudo, ha queixas de ansiedade, impulsividade e
agitacdo e com menor freqUuéncia para os sintomas de depressdo, apatia e
agressividade. Normalmente o0s pacientes ndo relataram tristeza, embora
apresentem limitacdo das atividades diarias com a evolucdo da doenca. A apatia foi
observada em 5,8% do grupo DH, e é definida como perda de interesse, falta de
motivac&o e reducdo do comportamento para novas atividades (MARIN,1995). E um
sintoma psiquiatrico importante porque esta presente em muitas doencas
degenerativas como um marcador precoce da doenca e esta relacionada com a
capacidade funcional (NEHL; PAULSEN, 2004). Os disturbios cognitivos percebidos
foram relacionados a falhas de memoaria e desatencdo, com menor freqiéncia para a
confusdo mental. A dificuldade da correta avaliagdo dos sintomas psiquiatricos e
comportamentais limita ainda a sua valorizacéo, apesar de ser vasta e muitas vezes

preceder sintomas motores em muitos anos (FOLSTEIN et al.,1983).
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A andlise descritiva da média da pontuacdo do grupo DH na escala UHDRS
mostra o nivel de comprometimento dos pacientes nos aspectos motores,
funcionais, psiquiatrico, comportamental e de independéncia. Os pacientes avaliados
séo diversificados quanto aos seus sintomas, que podem variar de acordo com a
idade de inicio e a duragdo da doenca. Neste estudo, observa-se pacientes com 3
até 10 anos de duracdo da doenca, portanto na primeira consulta ja se verifica uma
pontuacdo motora total elevada com 58,8 pontos (0-124), avaliacdo comportamental
pouco alterada com 25,05 pontos (0-176), avaliacdo funcional comprometida com
10,05 pontos (0-25), capacidade funcional total (TFC) baixa com 4,5 pontos (0-13) e
pouca independéncia relacionada a atividade diaria basica, doméstica e de
administracdo de financas com 57% (10-100%). Em levantamento feito por Januario
(2011), em Portugal, a avaliacdo geral média da primeira consulta dos pacientes foi:
componente motor total (31,9); avaliagdo comportamental (19,3); avaliagao funcional
(18,1); capacidade funcional total (TFC) (9,1) e independéncia (78,1%). Portanto,
observa- se que nos pacientes deste estudo, houve maior alteracdo motora e
funcional e pouca manifestacdo comportamental se comparado aos pacientes
portugueses.

De acordo com Shoulson e Fahn (1979), existem cinco indices de gravidade da
doenca. Os indices mais baixos indicam melhor integridade e preservacdo de
funcdes. Aplicadas as escalas de funcionalidade a populacéo doente, verifica-se que
os 17 doentes se distribuem pelo estagio moderado (indice 3) e grave (indice 4 e 5).
N&o existiu nenhum paciente no estagio leve (indice 1 e 2), dessa forma, é
justificavel que as pontuacdes totais da avaliacdo motora e funcional sejam elevados
e a funcéo psiquiatrica e comportamental ndo esteja evidente, visto que estes sdo
mais comuns no inicio da doenca (TABRIZI et al.,2009). No que diz respeito ao
tempo de duracéo da doencga nos pacientes, ndo houve diferenca significativa com a
gravidade (p=0,27), o que é esperado, ja que dois individuos com o mesmo tempo
de doenca, mas com idades de inicio dos sintomas distintas, terdo diferentes
estagios de gravidade, isso porque, como citado anteriormente, a idade de inicio da
DH esta relacionado com a expansédo de CAG, e isto influencia em como a doenca
vai progredir.

A capacidade funcional também tem sido o critério utilizado por muitos autores
para distribuir os pacientes quanto a gravidade da doenca, pois € um marcador

precoce e mais sensivel as alteracbes neuropsiquiatricas do que as perturbacdes
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motoras ou cognitivas. A apatia, uma manifestacao inicial que surge com um dano
aos circuitos estriato-frontais, foi citada em estudos (THOMPSON et al., 2012), como
sendo altamente relacionada com a capacidade funcional total (TFC), e esta, com a
gravidade e progressao da doenca. Como na literatura, a relacdo entre a TFC e a
gravidade da doenca, dividido em moderado e grave, neste estudo, foi
estatisticamente significativa (p=0,006), no entanto, a apatia ndo foi encontrada em
muitos pacientes, apenas 5,8%. Em estudo de Tabrizi e cols (2009), a apatia foi
mais observada em pacientes pré-sintomaticos do que diagnosticados, o0 que pode
justificar a baixa frequéncia nesta amostra, jA& que todos sao pacientes
diagnosticados.

A deterioracdo motora € o0 sintoma mais classico da DH. Os pacientes
investigados neste estudo, apresentam alteracdes motoras em varios aspectos e
estas sdo relacionadas de forma estatisticamente significativa com a gravidade da
doenca (p=0,005) tornando-se mais evidente com sua evolucdo. Como citado
anteriormente no grupo moderado, a dificuldade na realizacdo de tarefas motoras
finas (68,5%), seguido da alteracdo na funcdo oculomotora (52,5%) foram as mais
encontradas. Ja no grupo grave, observou-se maior deterioracdo na funcao
relacionada a marcha (96,6%) e na realizacdo de tarefas motoras finas (96,5%).
Segundo Gusella e MacDonald (2006), os sintomas motores come¢am sutiimente
como movimentos espontaneos que evoluem para movimentos espasmodicos
involuntarios continuos, dando lugar a eventual rigidez. No momento da primeira
manifestacdo motora, estima-se que 20 a 30% dos neurbnios do nucleo caudado j&
tenha sido comprometida. Estudo de Golding e cols (2006), também relata a
presenca de bradicinesia, rigidez, distonia e dificuldade na realizacdo de tarefas
motoras finas e na marcha associados a fase tardia da doenca.

Além disso, disturbios oculomotores ocorrem precocemente e tendem a piorar
com a progressao da doenga. A avaliagdo dos movimentos oculares, em particular
0S movimentos sacadicos, € alvo de intensa investigacdo, uma vez que envolve
estudo dos circuitos fronto-estriatais e pode constituir um marcador precoce da
doenca (LEIGH et al., 1983) Dessa forma, os sintomas motores observados nos
pacientes deste estudo, foram semelhantes ao encontrado por outros autores. E
importante observar que, apesar da coréia ser um sintoma classico e presente em
todos os pacientes do estudo em algum segmento corpéreo no momento da

avaliacdo, ndo € o movimento mais frequente nos dois grupos mostrados. A coréia
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interfere em todos os movimentos voluntarios do doente, mas com a evolu¢do do
guadro, aparecem a distonia e a rigidez, esta, por sua vez, limita 0s movimentos
coreiformes (HARPER,1996). Isso pode explicar a diminuicdo da coréia do grupo
moderado (42,1%) para o grave (30,7%). Diferentemente da literatura e de outros
trabalhos (SQUITIERI et al., 2000), nao foi observado distonia nos pacientes deste
estudo.

Sobre a influéncia dos aspectos clinicos e genéticos na independéncia dos
pacientes, foi visto que existe relacdo estatistica significativa da avaliagdo motora
(p=0,004) e do numero de repeti¢cdes de trinca CAG (p=0,02) com a independéncia.
A independéncia esta relacionada com a autonomia do paciente em cuidados de
higiene e alimentac&o, bem como na capacidade em realizar atividades domésticas,
profissionais e financeiras, avaliando, portanto, a necessidade de cuidado basico ou
especializado para tais tarefas. A média de independéncia dos pacientes avaliados
foi de 57%, ou seja, a maioria ja ndo é capaz de realizar atividades domésticas e
profissionais e precisa de auxilio para higiene e alimentacdo. Como esperado, as
alteracOes na funcdo motora estdo associadas com a independéncia do paciente.
Estudo de Januario (2011) mostrou que o agravamento na funcdo de marcha € o
fator que mais influenciara o estado clinico e a independéncia do doente. Da mesma
forma observa-se que a marcha foi a segunda alteracdo mais encontrada em
pacientes graves deste estudo, e a que mais se alterou ao comparar pacientes em
estagio moderado para grave. As caracteristicas da marcha na DH séo descritas
como auséncia de equilibrio, balanceio bilateral, base alargada, perturbacdo nos
movimentos associados dos membros superiores, atraso no inicio e velocidade
inconstante do movimento (KOLLER; TRIMBLE, 1985). Com relacdo a repeticdo da
trinca de CAG no alelo expandido de pacientes com DH, observou-se que o
aumento desta repeticdo CAG, diminui a independéncia do paciente. Ravina e cols
(2008) mostraram em seu trabalho que a adicdao de 10 unidades de CAG estaria
associada ao aumento da progressdo de 63% (7,7 pontos) sobre a pontuacao total
motora UHDRS, 71-170% sobre as medidas cognitivas UHDRS e 81% (9,2 pontos)
na escala da independéncia, o que nao foi visto na avaliagdo comportamental. Em
nosso estudo nao foi observada diferenca estatistica entre o alelo expandido CAG e
a avaliagdo do componente motor (p=0,5), da capacidade funcional (p=0,08) e da
avaliacdo comportamental (p=0,96), no entanto, diversos estudos citados
(JANUARIO, 2011; RAVINA et al., 2008) mostram que a relag&o entre o diagnostico
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molecular e o estudo clinico da escala UHDRS é fundamental para avaliacdo da taxa
de progressao da doenca nos pacientes.

Com o intuito de investigar os possiveis mecanismos fisiologicos que levam a
diferentes manifestacdes clinicas, como as descritas neste estudo nos pacientes
com a DH, diversos trabalhos tentam esclarecer o papel da htt mutante no processo
de degeneracdo celular. Entre as diversas alteracfes celulares envolvidas na
patologia da DH, destacam-se a disfuncdo mitocondrial precoce, supressdo de
fatores de transcricdo, alteracdo na expressao génica, diferentes associacdes
protéicas que alteram o transporte celular, bem como alteragcbes na sinalizacéo
celular envolvendo varios sistemas de neurotransmissores (ZABEL et al., 2009).
Estudos mostram que estas alteragcdes moleculares precedem o aparecimento dos
sinais clinicos na DH (CHA et al., 1998; WEEKS et al.,1996), sendo assim, modelos
de animais geneticamente modificados para DH tém sido propostos, com objetivo de
compreender as alteracbes celulares patolégicas observadas em humanos com a
doenca.

Entre estes, destaca-se um estudo anterior realizado por nosso grupo de
pesquisa (RIBEIRO et al., 2013) que avaliou o receptor metabotrépico de glutamato
5 (mGIuR5), bastante expresso no corpo estriado e essencial tanto na modulacao da
atividade locomotora como na morte neuronal. Segundo alguns autores (RIBEIRO et
al., 2010; ANBORGH et al., 2005), o bloqueio deste receptor promove alteracédo da
atividade locomotora e aumento da sobrevivéncia de animais transgénicos para a
DH. Sendo assim, estudo prévio (RIBEIRO et al., 2013) observou que modelos de
animais que expressam a htt mutante e que sao nocautes para o receptor mGIluR5
(HdhRMYRM Y mGIuR5™), apresentaram atividade locomotora idéntica a dos animais
controle (Hdh®?¥?mGIluR5""), além disso, também apresentaram reducdo da
formacéao de inclusGes nucleares de htt mutante. Esses dados sugeriram a pesquisa
de alteracdes na expressao génica no estriado destes animais, como possivel causa
para estas adaptacdes a longo prazo provocadas pela htt mutante, que levam a
alteracdo da conectividade e sinalizacdo neuronal. Assim, foram detectados por
ensaio de microarray varios genes alterados, entre estes o0 DNAH6, DYNTLL1 e
DCTNS3, que foram selecionados para comparar se humanos portadores da DH
apresentam essas mesmas alteracées moleculares.

Portanto, o presente estudo de avaliagdo da expressdo génica relativa dos

genes DNAHG6, DYNTL1 e DCTN3 a partir do sangue coletado dos participantes é a
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segunda parte complementar do estudo anterior citado em modelo animal de Ribeiro
e colaboradores (2013). Estes genes expressam as proteinas dineina e dinactina,
presentes em todas as células e responsaveis pelo transporte intracelular retrogado.
Sua alteracéo € de importante interesse, ja que esta relacionado a degeneracédo de
neurénios motores (VALLEE et al,.2004). Nos pacientes com a DH, observou-se
uma diminuicdo significativa da expressado do gene DNAH6 (p=0,0025) em relacao
ao grupo controle. Este gene codifica a cadeia pesada axonal da dineina,
responsavel por aplicar a forca mecanica para a superficie do microtubulo (ASAI;
KOONCE, 2001). No estudo prévio (RIBEIRO et al., 2013), ocorreu uma
hiperexpressdo do gene DNAHG6 (upregulation) seis vezes mais nos camundongos
mutantes (Hdh®*YM/mGIuR5™) em relagdo ao controle (Hdh®*°*/mGIurR57),0
gue estd de acordo com o observado nos pacientes, visto que, por possuirem
normalmente o receptor mGIuR5, é esperado que a expressdo do gene DNAH6
ocorra de forma contraria, sendo portanto, menos expresso em relacdo ao grupo de
individuos controle.

Com relagéo a expressédo do gene DYNLT1, que codifica a cadeia leve de
dineina citoplasmatica, ndo houve diferenca significativa na expressao deste gene
nos pacientes DH (p=0,08), embora tenha sido observada uma tendéncia ao
aumento de expressdo em relacdo ao grupo controle. Este dado foi diferente do
esperado em humanos, ja que o estudo em animais mostrou um aumento de
aproximadamente duas vezes na expressdo do gene DYNLT1 em relacdo ao seu
controle. Da mesma forma, a expressédo do gene DCTN3 que codifica a cadeia leve
de dinactina, ndao mostrou diferenca (p=0,41) para os grupos de pacientes com DH e
grupo controle. Esta cadeia de dinactina € uma subunidade que auxilia a ligacéo da
dineina aos microtibulos, melhorando sua eficiéncia na motilidade celular
(CHEVALIER-LARSEN; HOLZBAUR, 2006). Nos animais, ocorreu diminuicdo de
gquase duas vezes a expressao deste gene.

Embora o acamulo intranuclear de htt mutante afete a expressao génica em
modelos animais e celulares de DH, a presenca destes agregados de poliglutamina
nos axbnios é que estdo relacionados com a neurodegeneragdo (LI et al., 2001)
Estes agregados de htt mutante prejudicam a fungcéo axonal, a medida que formam
um bloqueio fisico e promovem interacbes bioquimicas alteradas com outras
proteinas envolvidas na transcricdo génica, sinalizacao intracelular, trafico vesicular,

endocitose e metabolismo. Entre estas proteinas, destaca-se o complexo dineina e
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dinactina, que, como citado, participa ativamente do transporte axonal celular
(SZEBENYI et al., 2003). Recentes estudos em Drosophila e modelos celulares
(CATTANEO et al., 2005; CHEVALIER-LARSEN; HOLZBAUR, 2006; ZALA et al.,
2013) mostram que a proteina htt atua como reguladora positiva interagindo
diretamente com a dineina e indiretamente com a dinactina, através da ligacdo da
HAP1 com a subunidade p150°“® e participando tanto do transporte retrégrado
como anterégrado (figura 17). Segundo Chevalier-Larsen e Holzbaur (2006), defeitos
no complexo de dineina/dinactina, inibem o transporte axonal retrégado que leva a
falha na degradacdo de proteinas mal formadas da periferia da célula para o nucleo.
Quando este processo de degradacdo natural falha, as proteinas defeituosas se
acumulam nos axoénios, prejudicando ainda mais o transporte celular que conduz a
degeneracéo celular.

Assim, a htt mutante prejudica essa interacdo bioquimica, interrompendo a
integridade do complexo dineina/ dinactina e inibindo o transporte celular. A
dificuldade de interacéo da htt mutante com a dineina também prejudica o transporte
vesicular de cargas, entre elas, o fator neurotréfico (BDNF), que medeia a
sobrevivéncia dos neurdnios do estriado (GAUTHIER et al., 2004).
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Figura 17: Mecanismo de atuacdo da htt normal (wild type) e da htt mutante (mutant) com o complexo

dineina/dinactina no controle do transporte de vesiculas de BNDF.
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Alguns estudos (CHEVALIER-LARSEN; HOLZBAUR, 2006; CAVISTON;
HOLZBAUR, 2009) fortalecem a idéia de que uma mutacdo no complexo dineina/
dinactina leva a acumulacédo de proteinas sinapticas e de vesiculas nos axénios e
isso se agrava com o aumento da idade. Além disso, o comprometimento da dineina
também diminui a neurogénese, devido a sua importancia na divisdo celular, que
provoca impacto na cognicdo dos pacientes com DH na fase adulta (ESCHBACH,;
DUPUIS, 2011). Uma importante evidéncia da interferéncia da mutacdo da dineina
no fendtipo da DH est& na alteracdo comportamental e motora observada de forma
similar em modelos de animais em DH, associado a uma degeneracao dos ganglios
da base. De acordo com trabalho de Braunstein e cols (2010) em linhagens de
camundongos portadores de mutacdes no gene da dineina de cadeia pesada
(DYNC1hl), estes animais exibiram, numa fase precoce, aumento na atividade
motora espontanea, falta de coordenacgao, hiperatividade, fraqueza muscular e
alteracbes comportamentais, associados a reducdo do volume do corpo estriado.
Outro estudo em modelo animal (ESCHBACH et al., 2010) reforca a ligacdo
funcional entre a dineina e a htt, mostrando que a mutacdo na dineina no tecido
adiposo esteve associada a diminuicdo dos niveis de htt neste tecido, além de
diminuicdo da lipdlise, um fenotipo semelhante na DH. Portanto, estes dados
comprovam o0 envolvimento do transporte axonal e da atividade da dineina na
manutencdo da funcédo do estriado que podem ter implicagcdes importantes para a
compreensao da DH e de outras doencas dos ganglios da base.

Frente aos resultados observados na avaliacdo da expressao génica nos
pacientes do grupo DH deste estudo, com alteracao significativa da expresséo do
gene DNAHG6, associado aos resultados anteriores do modelo animal de DH
(RIBEIRO et al., 2013), sugerimos que o gene DNAH6 esteja relacionado com as
alteracdes fenotipicas da doencga, sendo possivel marcador sanguineo para auxilio
no diagndstico molecular para DH.

Para uma melhor compreensdo dos aspectos moleculares que envolvem a
interacdo da htt mutante com a alteracdo na expressao dos genes DNAH6, DYNTL1
e DCTN3 e, consequientemente, com as manifestacdes clinicas da doenca, destaca-
se a importancia de mais estudos especificos sobre a expressdo génica em
humanos com a DH, uma vez que existem poucas pesquisas que investigam as

causas da disfuncéo da dineina e dinactina na DH.
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Portanto, o conhecimento das caracteristicas clinicas da doenca, associado as
alteracbes moleculares da htt mutante na expressao génica de pacientes com DH, é
de fundamental importancia para a descoberta de novas rotas terapéuticas que
possam contribuir para o tratamento e melhor qualidade de vida dos pacientes e

seus familiares.

7 CONCLUSAO

e O diagnéstico molecular para DH foi confirmado em 68% dos pacientes do
grupo 2, com alelo expandido entre 39 e 47 repeticdes CAG e predominancia

africana.

e Existiu correlacdo negativa entre o numero de repeticdes de CAG e a idade
de aparecimento do primeiro sintoma nos pacientes com a DH, o que se

mostrou de acordo com outros trabalhos afins.

e A transmissdo genética foi predominante paterna, no entanto, este dado nao
se relacionou com nenhum aparecimento de forma juvenil da doenca. Nao foi
observada diferenca estatistica ao analisar o tamanho da expansdo CAG do

alelo mutante entre pacientes com transmissao paterna e materna.

e A relagédo entre a capacidade funcional total (TFC) e a gravidade da doenca
nos pacientes com DH, foi estatisticamente significativa, demonstrando que
pacientes em estagio grave apresentam maior dificuldade em realizar tarefas

basicas.

e Os pacientes apresentam diferentes alteragdes motoras que dependem do
estagio de gravidade que se encontram. Dessa forma, a relacdo entre o

comprometimento motor e a gravidade da doenca foi estatisticamente
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significativa, mostrando que o agravamento dos movimentos involuntarios

reflete negativamente no progndstico da DH.

Também foi observado que o comprometimento da fungcdo motora e o
aumento do numero de repeticdes de trinca CAG se refletem negativamente

na independéncia dos pacientes, sendo esta com média total de 57%.

A relacao entre o diagnostico molecular e o estudo clinico da escala UHDRS
€ fundamental para avaliacdo da taxa de progressdo da doenca nos
pacientes.

Na avaliacdo da expressao génica dos pacientes com DH, observou-se uma
diminuicao significativa da expressdo do gene DNAH6 em relagcdo ao grupo

controle. Nao foi visto diferenca para os genes DYNTL1 e DCTN3.

A diminuicdo da expressédo do gene DNAH6 nos pacientes com DH, esteve de
acordo com o esperado em estudo prévio nos camundongos com htt mutante
e nocautes para receptor mGIuR5, em que foi observado aumento na

expressao do gene DNAHG6 no estriado.

Sugerimos a avaliagdo da expressdo do gene DNAH6 como um possivel

marcador sanguineo para complementar o diagnéstico molecular para DH.
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Do:

Vitéria-ES, 19 de agosto de 2011.

Prof. Dr. Adauto Emmerich Oliveira
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde

Para: Prof. (a) Rita Gomes Wanderley Pires

Pesquisador (a) Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Investigacao
da funcdo da huntingtina mutante sobre os sistemas neurotransmissores
dos ganglios da base e identificagdo de drogas que normalizem tais
alteracoes”

Senhor (a) Pesquisador (a),

Informamos a Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de

Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Espirito Santo, apoés analisar o Projeto
de Pesquisa n°. 145/11 intitulado: “Investigagdo da funcio da huntingtina mutante
sobre os sistemas neurotransmissores dos ganglios da base e identificacdo de
drogas que normalizem tais alteragées” e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, cumprindo os procedimentos internos desta Instituicdo, bem como as
exigéncias das Resolucées 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99,
APROVOU o referido projeto, em Reuniéao Ordindria realizada 10 de agosto de 2011.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador responsavel elaborar e

apresentar os relatérios parciais e finais de acordo com a resolucdo do Conselho
Nacional de Saude n° 196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c’.

Atenciosamente,
Coordenador do

Comité de Etica em peg
CEP/UFES s

Waﬂ%@u@aé& ‘%/;Z(AA

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria — ES — CEP 29.040-091.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vooé ests sendo convidado (a) para paricipar de uma pesquisa, como voluntano.
Apos seresclarecido (3) sobre 85 informacdes a saguir, no caso de acaitar fazer
parte do estudo, assine so final deste documento, que esté em duss vias, Ums debs
& sus e 8 outra & do pesquisador responsavel. Em caso de recussa, wooé nao serg
prejudicado (a) de forma alguma. Em caso de divids, vooé pode procurar 8
pesquisadora responsavel &/ ou as pesquisadoras participantes nos enderegos
referencisdos sbato ou o Lasboratdro de Meurobiologis Molecular e
Comportamental no Deparamento de Ciénciss Fisioldgicas — UFES, seguinte
enderaco: Av. Marechal Campos, 1458, Maruipe, Vitdria — ES.

INFORMAGOE 5 SOBRE A PESQUISA

Titule da pesguisa

Investigagdo da  fungSo da huntingtine mutante sobre os sistemas
neunotransmissores dos génglios da base e idenfificacdo de drogas que nomalizem
tais atteragdes.

F‘E‘Dsi:gui;adura responsavel
Prof'. Rita Gomes Wanderley Pires
e-mail: ritagwpires{@gmail.com. Telefone: (ZT)3335-T555

Pesquisadores E;rti{:i antes
Maria do Carmo Souza Redrigues
e-mail: redriguesmesiTyahoo.com. br.

Wera Lucia Mais
e-mail: vera.maia{@tera. com.br

Objetives da pesquisa )

Investigar como s proteina huntingtine mutante alters as fungdes de
neurotransmissso glutamaigrgica, dopamingrgica, colineérgice e GABASngica no exo
nigro-estriatal, com o objetivo de buscarnovas estatégias terapéuticas para tratar 5
sintomatologia motora da doenga de Huntington (DH).
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Procedimentos da pesqguisa

A pesquisa tem como grupo-aho os pecientes disgnosticados com DH no
ambulatdriode neurologia & genética madica do HMCAM-UFES. Todosparticipanies
receberdo onentagdo verbal & também através deste tarmo, o qual davers ser
assinado pelo participants ou porseu responsével, nocasode pacientes de menor
idade, casodesejem participarda pesquisa. Apos a manifestacdo lvre de sarem
voluntarios noestudo, os participantes terfo seus prontudnios consultados pels
equipe de pesquiss para a colets de dedos necessana o preenchimento da fichs
clinica dos pacientes elsborada pelos pesquisadores do projeto. Os pacientes
também passardo por anamnese & exame fisico pars colets de dados
complementarese coletade amostra de sangue reslizada pels madica Maria do
Carmo Souzs Rodrgues no local de atendimento dos pacientes {ambulatano ou
domicilin). A amostra de sangue sera colhida para o0s seguintes exames:
identificagso da huntingtina mutante, quantificecdo de glutaminas na regifo amino-
terminal ds huntingting, 2 anslise daexpressao génica, para isso serSocolhidos da 5
a 10 mL de sangue do paricipante com uso de matersl descartaval

Riscos e desconfortos

O procedimento nests pesquisa que envolve situsgdo de risco minimo ocome
durante a coleta da amostra de sangue, na qual podem ocomer manchas roxas
[equimoses)e dornolocal da colets. Todos os outros procedimentos da pesquisa
n&o acametsm nenhum tipo de risco pars o pacients.

Beneficios
A participagdo nesta pesquisa possibilits ao paricipante que & assintomatico e tem

histdria genética de DH sabersa vaidesenvolver s doengs, assim trataros sintomas
ds doenga precocemente. Aos participantes sintomaticos, diretamente, néo terdo
beneficio nenhum, pois o disgndstico & tratamento pars eles ndo sofrerdo
modificagdes, porém a reslizagéo dos exames num portador sintomatico de DH
pemite a identficagio da patogénese da doenga e podera contribuir para o
desanvolvimento de novos farmacos.

Custo ! Reembolso para o paciente

Oz pacientes nio terdo gastos adicionsis por participarem da pesquisa & nem
receberdoqualquerespacie dereembaolso ou gratificagso devido a esta participacso.
Confidencialidade da pesquisa

Garantimos sigilo que assegure a privacidede do paricipante quanto aos dados

confidendsis, divulgando somente os dadosdiretamente relacionedos aos objetivos
da pesquisa.

CONSENTIMENTO DE PARTICIPAGAD

Eu, . RG: .
CPF: , aceito paricipardo estudo referido. Fui devidamente
informado e esclarecido pelos pesquisedores sobre & pesquise, os procedimentos

nels envolvidos, sssim como 0s possiveis niscos e beneficios decomentes da
participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualguer

momento, sem que isto leve a qualquer prejuizo.

Vitdria, de de2011

Assinaturs
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ANEXO 1

Escala Unificada para avaliacao da Doenca de Huntington — UHDRS
(Huntington Study Group,1996)

AVALIACAD MOTORA

T-SEGUIMENTO OCULAR

= completo (narmal)

1= movimenie com abalos

I= seguimente com Intemupgiesiampiiude completa
3= amplitude Incomplata

4= Incapaz de perseguir

24MICID DO MOVIMENTO SACADICO

0= nanmal

1= somente aumento na lEEnca

2= plscamenios suprimivels ou movimenios de cabega
a0 Inlciar o maovimenio

3= movimentos de cabega nao-sUprimivels

4= N30 consegue MIGEr 05 MOVMentes sacadicos

IVELOCIDADE DO MOVIMENTO SACADICO
D= normial

1= leve alentzcimanto

2= modsrago alentecimenio

3= grave alenieciments, ampitude noamal
4= amplituge Incompiata

4-DISARTRIA

I~ nammal

1= fala powco clara, mas ndo predcsa repedr
2= precisa repefir para ser comgresndido

3= 3 malor pare da fala & Incompreensivel
4= mudo

SPROTUSAD DA LINGUA

= poOs protulr 3 lingua completaments por 10
BEQUNG0S

1= ndo pode protmulr 3 lingua completamente por 10
BEQUNC0S

2= nio pode protulr 3 lingua completamente por 5
BEQUNC0S

3= Incapaz d@e protnulr @ lingua completaments

4= N30 pode protrur @ lingua alem dos laios

E-BATIDA DOS DEDOS M3D MSE
0= rormal = 15/ Ssagundos)

1= leve alentecimento ou reducdo o ra amplude (11-
147 55)

2= moderade akentecimento, fadiga presoce nitida,
pode ter Intemupgles ocaslonals dos movimentas (7-10/
8}

3= acentuado aleniscmento, freglentzs hesttapdes em
Iniciar o5 mavimenios ou Intermupgles (36 58)

4= 2yecuia 3 @refa com muka dificuidade [0-2) 55)

T-PROMACAD E SUPINACGED DAS MADS
0= narmal
1= lewe alentecimenta ou movimentos Imeguiares
I= moderado aleniecimenio & mowimenios Imeguiares
3= acantuado akntecimento @ movimentos imegulares
4= N30 conssgue execUtaEr A tarefa

M5D MSE

B-LLUIRLA

[= = 4110 segundos, sam dica
1= = 4110 segundos, sem dica
2= = 41D sagundos, com dica
3= = 4110 segundos, com dica
4= N30 cONSSQUE Executar

FRIGIDEZ MaD MSE

0= 3usente

1= [EVE OU presents apenas apis athvagdo

Z= l2ye 3 moderada

3= acentuada, consegue-se foda ampliuge do
movimenio

4= grave, com Imitacdo na ampliuge completa 9o
movimenio

10-BRADICINESIA CORPORAL

0= narmal

1= lewe lentiddo {normal?)

Z= leve lentiddo, mas claraments anormal

3= moderada lentiddo, alguma hestagdo

4= acantuada lentiddo, evidentes atrasos na inlclagdo

11-DISTOMIA TRONCO MSD MSE MID MIE
0= narmal

1= leveintarmitents

2= leve/consiante ou moderadalintermitente

3= moderada/comum

4= apeniuadaiprolongada

12COREIA FACE BOL TROWCO MSD MSE MID MIE
0= normal

1= leveiintzrmitents

2= leve/constante ou moderadaiintermienie

3= mogeradaicomum

4= acentuadaiprolongada

13-MARCHA

0= marcha nonmal, base esireita

1= base alargada eou kenia

Z= pase alargada e anda com diflculdade
3= anda somente com auxilio

4= N30 consegue andar

14-MARCHA PE-ANTEPE

0= normal por 10 p3sE0s

i= 1 a 3 desvios da lnha

2= = 3 desvios

3= ndo consegue Nem completar o Pefcursa
4= ndo consegue nem Inkciar

15-ESTABILIDADE POSTURAL
0= normal

1= r2cupsra-ge esponiansaments
I= pode calr 52 nio for aparado
3= tende 3 calr espontansamsants
4= ndo consegue ficar em pe




AvALIACAC COMPORTAMENTAL

GRAVIDADE (G): FREQUENCIA (F):
0= ausenis 0= nunca

1= leve, questionavel 1= raramente

2= leve 2= as veres

3= moderada 3= fregientemente
4= acentuada 4= guase sempre

—» Insteza/humor. Sente-se triste @ angustiado? Acha gue tem depressdo? Chora
frequentemente e com facilidade? E no momento incapaz de se interessan'gostar
de algo? Tem expressdo e voz tristes.

— baixa estimaiculpa: Termn sensacdo de culpa? Acha gue € uma pessoa ma ou que
nada merece (sentimentos de autodepreciag3o)? Sente-se uma pessoa fracassada?

— ansiedade; E muito preocupado? Sempre pensa que o pior vai acontecer? Sente
medo e tem muitos receios?

— pensamentos syicidas: Sente gue nao vale mais a pena viver? Pensa em se
suicidar ou ja teve esse pensamento? Chegou a se preparar para isso?

— comporiamento agressivo: Term um comportamento ameagador, agressivo? Che-
ga a ser violento e agredir fisicamente? Tem explosies verbais ameacadoras? Fala
de maneira exagerada, :}gr&ﬁﬁlm ou inconveniente?

mmml:tﬁmﬂm;:r_mm_o, E impaciente & nervoso? E exigente e inflexivel? E
impulsivo e ndo colabora?

— pDbsessoes: [déias, pensamenios ou Imagens recomenies e persisientes, pensa-
mentos fixos repetitivos de que algo terrivel vai acontecer consigo ou com parentes;
outros pensamentos repetitivos

— compulsoes: Tem comportamentos repetitivos infencionais (“manias™) excessi-
VoS OU ritualizados como: lavar as maos, tomar banho, arrumar-se, escovar os
dentes, venficar algo repetidamente, entrarfsair pela porta, sentarflevantar da cadei-
ra, checar varias vezes, tocar, se “descontaminar”, contar, guardarcolecionar coi-
5as, cuidados com sujeira.

— delirios: Tem pensamentos imeais, cultural e socialmente incompativeis?

— glucinagdes: visuais, auditivas, facleis, offativas, gustativas?

0 examinador acredita que o paciente esti confuso?

0 examinador acredita que o paciente esta demenciado?

O examinador acredita que o paciente esta deprimido?

O examinador acredita que o paciente necessita farmacoterapia para depress3o?
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AVALIACAD FUNCIONAL

O pacients pode se engajar em um senico remunerado na sua atividade profissional habiual?
O paciente pode se engajar em qualquer tipo de sernvico remunerado?

O paciente pode se engajar em qualquer fipo de servigo ndo-remunerado ou voluntino?
0O paciente pode cuidar de seu movimento financeiro mensal sem ajuda?
0O paciente pode comprar mantimentos sem ajuda?

O paciente pode lidar com troco no caso de uma compra?

O paciente pode cuidar de criancas sem auxilio?

O paciente pode dirigir um automdvel sozinho e com seguranca?

O paciente pode fazer seus senvicos de casa sem ajuda?

O paciente pode cuidar de suas roupas (lavar/secaripassar) sem ajuda?
O paciente pode preparar suas refeigbes sem ajuda?

0O paciente pode usar o telefone sem ajuda?

O paciente pode tomar suas medicagfes sem ajuda?

O paciente pode se alimentar sozinho sem ajuda?

O paciente pode se vestir sem ajuda?

0O paciente pode tomar banho sem ajuda?

O paciente pode usar fransporte plblico sem ajuda?

0O paciente pode ir sozinho a pé a lugares proximos de casa sem ajuda?
O paciente anda sem cair?

O paciente anda sem ajuda?

O paciente se penteia sem ajuda?

O paciente pode trocar de cadeira sem ajuda?

O paciente pode deitar e levantar da cama sem ajuda?

O paciente usa o banheiro sem ajuda?

O paciente pode ser cuidado em casa?

OCUPACAD
0 =incapaz
CAPACIDADE FUNCIONAL 1=apenas senicos auwdiares
2= capacidade redurida
no seu trabalho habitual
J=nomal
ATVIDADES DAVIDADIARIA: FINANGAS:
0= gjuda total 0= incapaz
1= execuia apenas atividades simples 1=muita guda
2= leve comprometimento 2=pouca ajuda
3= nomnal 3= nomnal
CUIDADOS EXIGIDOS TAREFAS DOMESTICAS:

(= necessita todo tempo de cuidados de enfermagem (= incapaz
1= necassita de cuidados especializados 1=comprometido
2= casa 2= nomal
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ESCALA DE INDEPENDENCIA

100% - N3o precisa de cuidados especiais.

90% - Nao precisa de auxilio se atividades fisicas dificeis sao evitadas.

80% - As condigdes de emprego anteriores a doenca deterioraram ou parou de
trabalhar; ja ndo pode realizar as tarefas domésticas como antes; pode precisar
ajuda com as finangas.

T0% - Independente para o banho; as tarefas domésticas estdo limitadas; ndo dirige
mais; incapaz de lidar com as finangas.

60% - Necessita pegueno auxilio para vestir-se, higiene e banho. A comida precisa
ser cortada para o paciente.

50% - Necessita de supervisdo o dia todo; precisa de auxilio para o banho, higiene
e alimentagdo.

40% - Mecessita de cuidados especializados; alimentag3o limitada; dieta liquidificada.

30% - O paciente pouco colabora em se alimentar, no banho ou higiene.

20% - N3o fala, precisa ser alimentado.

10% - Alimentado por sonda, acamado.

indice de capacidade funcional total da UHDRS (Shoulson e Fahn, 1979)

Comprometimente Capacidade de Capacidade de Capacidade de O individuo
com o trabalho lidar com administrar realzar pode ser
finangas  responsabilidades atividades de cuidado em
domésticas vida diaria
Estagio 1 Usual Total Tots Total Casa
Estagio 2 Levements Requer pequena Total Total Caza
comprometido assisténda
Estagio 2 Modersdaments Requer gande  Comprometida Levementes Caza
Comprometido assisténda comprometida
Estagio 4 Incapaz Incapaz respaz Moderadaments Casa ou
Comprometida cuidados
especialzados
Estagio 5 Incapaz Incapaz respaz Gravements Apenas
Comprometida cuidados

especialzados
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