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As primeiras palavras

Este é, apenas, o desenlace natural de uma carreira.

Representa o trabalho desenvolvido numa area a que dediquei parte da minha
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Ao longo da vida fui acumulando dividas, muitas dividas que contrai e que ndo
sei se conseguirei saldar. A maior delas foi com os meus amigos Luis Cunha e
Catarina Oliveira. Ndo sei se a pago, mas pelo menos espero que a “obra” lhes
agrade e fique como uma prova do meu enorme aprego e gratidao.

Sofro de procrastinagio, mal que me acompanha desde que me conhego.
Sempre gostei de deixar para amanhd o que posso fazer hoje. Nao por
indoléncia, mas porque protelar se ajusta melhor ao meu tempo psicolégico.
Tenho, por isso, uma enorme divida para com todos os que fizeram com que o
amanha acabasse hoje, aqui. Obrigada a todos os que me acompanham e eu
acompanho, amigos, colegas.

Obrigada também, e sobretudo, a todos aqueles que vivem do lado mais
sombrio da vida - os que vivem com a doenga.






RESUMO

A doenca de Huntington (DH) é a mais comum das doencas
neurodegenerativas autossémicas dominantes com inicio na idade adulta.
Clinicamente caracteriza-se por alteracdes motoras, psiquiatricas e deterioragao
cognitiva progressiva, sintomas estes que se associam a atrofia selectiva do
estriado e do cortex cerebral. A doenca inicia-se de forma insidiosa,
habitualmente entre os trinta e os quarenta anos, podendo no entanto
manifestar-se durante o primeiro ano de vida, ou tardiamente, acima dos
oitenta anos. E causada por uma mutacio no terminal 5 do gene da
huntingtina, que consiste numa expansdo instavel do tripleto CAG (citosina-
adenina-guanina) responsavel pela codificacio da glutamina. A huntingtina
mutada apresenta alteracdes na sua conformacgdo originando a formacdo de
agregados proteicos intra-celulares e intra-nucleares, e no processo de clivagem
que sofre sob a accdo de proteases produz substancias intermediarias,
protofibrilhas e oligémeros, potencialmente téxicas. Os complexos mecanismos
que levam a degenerescéncia e morte neuronal ndo estdo ainda completamente
elucidados e, como tal, ndo existe até ao momento qualquer tratamento curativo
ou que modifique o curso inexoravel da doenca. No entanto foi j& demonstrado
que a huntingtina mutada induz anomalias no DNA e enzimas mitocondriais,
com consequente alteracdo nos processos metabélicos e de stress oxidativo
celular. Deste modo, a disfuncdo mitocondrial e os deficits metabdlicos e
energéticos resultantes tém um importante papel no processo de
neurodegenerescéncia da DH.

Assim, é objectivo do presente estudo

1. Caracterizar uma populagao de doentes com Doenca de Huntington seguidos
na Consulta de Doengas Neurogenéticas dos HUC (aproximadamente cem
familias com diagndstico confirmado por estudo molecular). Os dados
demograficos, clinicos e laboratoriais desta populagdo foram registados numa
base de dados criada para esse efeito. Foi feita também a observagao, avaliagao
e registo dos familiares em risco, utilizando o mesmo protocolo.

2. Identificar factores que influenciem a idade de inicio dos primeiros sintomas.

A partir dos registos existentes foi objectivo do estudo recolher informagao
sobre a histéria natural da doenca. Foi feita a avaliacdo do estadio motor,
cognitivo e comportamental, quer dos portadores da mutacdo assintométicos,
quer dos doentes, utilizando as escalas padronizadas para esse efeito e



utilizadas por rotina na consulta. Pretendemos, assim, determinar os sinais mais
precoces de doenga e identificar os testes de maior sensibilidade para esse
efeito. Pretende-se, também, encontrar marcadores que possam influenciar ou
determinar a variabilidade no inicio sintomético. A avaliacio dos portadores
assintomaticos foi realizada de forma sistematizada, duas vezes por ano.

3. Identificar as caracteristicas fenotipicas das formas juvenis e tardias de
doenca.

O tamanho da expansio CAG é responsavel por 42 a 73% da varidncia na idade
de inicio; no entanto, outros factores genéticos e ambientais serdo responséveis
pelo pleomorfismo encontrado nesta e em outras caracteristicas da doenga.
Pretende-se identificar as formas juvenis e tardias e a sua relacdo com eventuais
modificadores genéticos que determinem o inicio sintoméatico nesta patologia.

4. Reconhecer alteracdes neuropsicologicas que possam ser marcadores de
doenca.

Dentro da avaliagdo neuropsicolégica global identificar e caracterizar as
alteragdes comportamentais mais frequentes e precoces na da DH, que podem
preceder os sinais motores. O reconhecimento de déficits comportamentais e
psiquiatricos em fases precoces da doenca pode contribuir para o melhor
entendimento da anatomo-fisiologia dos circuitos envolvidos, nomeadamente
as vias de ligacdo entre o cortex e os ganglios da base. Pretende-se contribuir
para a identificagdo das fungdes nao motoras destas estruturas.

5. Avaliar a Qualidade de Vida em doentes com Doenca de Huntington.
Procurar objectivar com os instrumentos existentes a percep¢ao que o doente
tem do seu estado de satide, e o impacto que a doenga crénica exerce sobre si.
Identificar qual a componente da doenca (motora, cognitiva ou
comportamental) que exerce maior impacto na qualidade de vida do doente,
com o propdsito de encontrar a melhor intervencdo terapéutica que a possa
modificar.

6. Contribuir para a identificagdo de alguns dos mecanismos moleculares
implicados no processo de morte neuronal, nomeadamente alteragdes na fungao
mitocondrial.

Utilizando como modelo de estudo linhas celulares humanas de cibridos
(sistemas citoplasmaticos hibridos obtidos pela fusao de plaquetas dos doentes



ou dos controlos, com células humanas de teratocarcinomas sem DNA
mitocondrial), pretende-se avaliar as alteragdes no metabolismo energético
mitocondrial dos cibridos dos doentes.
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Nos ultimos dois anos, parte do material que consta nesta dissertagdo foi objecto de
publicagdo, integrando os artigos cientificos aqui referenciados:

Ferreira IL, Nascimento MV, Ribeiro M, Almeida S, Cardoso SM, Grazina M, Pratas J,
Santos MJ, Januario C, Oliveira CR, Rego AC. Mitochondrial-dependent apoptosis in
Huntington's disease human cybrids. Exp Neurol. 2010 Apr;222(2):243-55.

Januario F, Julio F, Januario C. Qualidade de vida na Doenca de Huntington -que
sintomas a influenciam? Sinapse. 2011;11(1):12-15.

Ferreira IL, Cunha-Oliveira T, Nascimento MV, Ribeiro M, Proenga MT, Januario C,
Oliveira CR, Rego AC. Bioenergetic dysfunction in Huntington's disease human cybrids.
Exp Neurol. 2011 Jun 13.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferreira%20IL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nascimento%20MV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ribeiro%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Almeida%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cardoso%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grazina%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pratas%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santos%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Janu%C3%A1rio%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliveira%20CR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rego%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21684277




ABSTRACT

Huntington’s disease (HD) is the most common autosomal dominant
neurodegenerative disease with onset in adulthood. Clinically characterized by
motor and psychiatric abnormalities and progressive cognitive deterioration,
these symptoms are associated with selective atrophy of the striatum and the
cerebral cortex. The disease starts insidiously, usually between thirty and forty
years, and the symptoms may occur during the first year of life, or later, after
eighty years. It is caused by a mutation in the 5' end of the huntingtin gene,
which is an unstable expansion of the CAG triplet (cytosine-adenine-guanine)
responsible for encoding the glutamine. The mutated huntingtin shows changes
in its configuration causing the formation of intra-cellular and intra-nuclear
protein aggregates. The process of cleavage conducted by the action of
proteases produces intermediate substances, protofibrils and oligomers, which
are potentially toxic. The complex mechanisms leading to neuronal
degeneration and death are not yet fully explained and, as such, there has been
no curative treatment or one to modify the inexorable course of the disease to
date. However, it has been shown that the mutated Huntingtin induces
abnormalities in the DNA and mitochondrial enzymes, with consequent
changes in the metabolic processes and the cellular oxidative stress. Thus,
mitochondrial dysfunction and the resulting metabolic and energy deficits have
an important role in the neurodegeneration of HD.

The aims of this study are:

1. To characterize the genotypic and phenotypic aspects of a population of
patients.

The demographic, clinical and laboratory facts of this population were
registered in a database created for this purpose. Family members at risk were
also observed, evaluated and registered using the same protocol.

2. Toidentify factors that influence the age of onset of the first symptoms.

From the existing records it was the objective of the study to collect information
on the natural history of disease. We assess the motor, cognitive and behavioral
symptoms from either asymptomatic carriers of the mutation and from patients,
using standardized scales for this purpose and used routinely in the outpatient
clinic. We intend, therefore to determine the earliest signs of disease and to
identify the most sensitive tests for this purpose. The aim was, also, to find
markers that may influence or determine the variability at symptoms onset. The



evaluation of asymptomatic carriers was performed in a systematic manner,
twice a year.

3. To identify the phenotypic characteristics of juvenile and late forms of
disease.

CAG repeat length is responsible for 42-73% of the variation seen in clinical
presentation; however, other genetic and environmental factors are responsible
for the pleomorphism found in this and other disease characteristics. It is
intended to characterize juvenile and late-onset disease forms and their possible
relationship to genetic modifiers that determine the early symptoms in this

pathology.
4. To recognize neuropsychological changes that may be markers of disease.

The recognition of psychiatric and behavioral deficits in the early stages of
disease can contribute to a better understanding of the anatomo-physiologic
circuits involved, including the pathways connecting the cortex and the basal
ganglia. This is intended to contribute to the identification of non-motor
functions of these structures.

5. To assess the Quality of Life in patients with Huntington's disease.

To recognize with the existing tools the perception that the patient has of his
health, and the impact that chronic illness has on him. Identify which
component of the disease (motor, cognitive or behavioral) exerts the greatest
impact on quality of life of the patient, in order to find the best therapeutic
intervention that can modify it.

6. To contribute to the identification of some of the molecular mechanisms
involved in the process of neuronal death, including changes in mitochondrial
function.
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INTRODUCAO
DOENCA DE HUNTINGTON — O ESTADO DA ARTE

I.1. Um pouco de Histdria
[.1.1. George Huntington

Fevereiro, 1872. O médico George Huntington tem apenas 22 anos e pouco
mais de um ano de licenciatura. Concluira o curso no “College of Physicians and
Surgeons of Columbia University” e iniciara de imediato a actividade clinica na
sua terra natal, East Hampton, pequena povoagao rural localizada na regiao
de Long Island. Ai seguird as pisadas de seu pai e do seu avd. Terceira geracao
de médicos rurais, experiéncia acumulada, sentida e transmitida no seio da
familia. Sabemos que desde muito cedo, crianga ainda, acompanhava o painas
visitas domicilidrias - assim assentava a pratica clinica de entdo (1). Podemos
imaginar como a sua sensibilidade de menino deve ter sido afectada no
contacto com os doentes, no confronto com o sofrimento, e particularmente na
observacdo desses estranhos seres de descontrolados e exuberantes
movimentos que enlouqueciam lentamente... Esse encontro marcou-o
definitivamente. Podemos imagina-lo, rapazinho assustado com a deploravel
imagem que a doenca exibe. Com grande espirito de observacao, o seu olhar
perscrutador capta todos os sinais que depois brilhantemente ira descrever.
Rigoroso, descreve com precisao, de forma exaustiva, todas as caracteristicas
clinicas da doenga quando ja possui instrumentos para o fazer. Percebe o
caracter hereditario, o declinio mental e os movimentos involuntarios,
dangantes, que classifica de coreia e que serdo os marcadores clinicos da
doenga. J4 médico, apoquentado pela visio desses seres humanos de
insanidade exposta, angustiado pela impoténcia em relacdo ao sofrimento que
vé atingir familias, decide alertar a comunidade cientifica (2).
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E deve ser essa angustia que o impele a ir, num dia de Fevereiro de 1872, a
reunido mensal da Meigs and Mason Academy of Medicine fazer a brilhante
comunicacdo que dard origem a publicacio “On Chorea”, no The Medical and
Surgical Reporter of Philadelphia (3). O impacto da sua exposicao foi tal, que em
Abril saia a primeira publicacdo do texto “On Chorea”, logo reproduzida por
editoras de importancia reconhecida, como ja o era a Virsdhow Hirsch (4).

Talvez tenha regressado a casa apaziguado com a iluséria convicgdo de que
aquela comunidade, aqueles cientistas, encontrariam alguma solucdo para o
padecimento que exaustivamente descrevera. Enganou-se.

Voltou a sua terra onde prosseguiu a sua vida de “Jodo Semana” e de onde
ndo voltou a sair. Terd continuado as visitas domicilidrias nas terras de Long
Island assistindo sifiliticos, tuberculosos, prescrevendo enemas, sangrias,
esséncias de canfora. Extractos de beladona talvez. Consta na sua biografia
que era um amante da natureza, de cacadas e de musica, sendo um aplicado
flautista (5).

Nao escreveu mais nenhum artigo cientifico. No total, o seu legado néo foi
além de duas publicagdes: “On Chorea”, e uma anterior a esta, intitulada
“Opium” que constituiu a sua tese de licenciatura. Nao se lhe conhece
qualquer outra investigacdo e, no entanto, o seu epénimo perdurou para além

de si (6).

[.1.2 A doenca antes de Huntington

Nao terd sido esta a descricdo inicial da doenca, dizem hoje os historiadores da
medicina (7). No entanto os relatos prévios ndo tiveram grande divulgagao
nem é seguro que se referissem a doenca que conhecemos por doenca de
Huntington. Charles Waters (1841) descreveu uma afeccdo singular que,
segundo ele, “afectava as classes mais baixas no sudeste do estado de Nova
York” sendo os atingidos conhecidos como “the magrums”, sem que se
soubesse a origem de tal designagdo. Diz Waters que os pacientes sofriam
alteracoes varidveis da actividade muscular, com gravidade desigual, mas
acabando todos por desenvolver gradualmente e de forma uniforme uma
situagdo de deméncia. A sua arrogante descricdo foi publicada num dos
primeiros livros de texto de Medicina compilado por Robley Dunglison, o
unico que, provavelmente, lhe prestou atengao (8). Em 1860, também o médico
noruegués Johan Lund descrevia, em Saetersdal, a “ Coreia deS. Vitus” doenca
que nesta povoacdo parecia ter um caricter hereditdrio, e em que alguns
doentes, no periodo final de suas vidas se tornavam fitui, isto é, demenciados.
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Parece pois referir-se a doenga de Huntington, mas estas publicacdes nao
tiveram qualquer impacto e ndo sairam do ambito regional onde foram
publicadas (9).

George Huntington demonstrou um perspicaz espirito cientifico ao notar as
trés caracteristicas determinantes da afeccdo: o seu cardcter familiar, a
tendéncia progressiva e inexoravel para a insanidade e suicidio e o facto de se
manifestar na idade adulta. A sua comunicacido é realisticamente descritiva,
traduz uma vivéncia sentida. Para além disso tem o rigor e a objectividade que
caracterizam o pensamento cientifico (2, 10).

Por essa altura ainda ndo se conheciam os trabalhos de Mendel sobre os
padrdes de hereditariedade, que viriam revolucionar a biologia estabelecendo
as Leis que regem a transmissdo das caracteristicas hereditarias em todos os
seres vivos. Os trabalhos de Gregor Mendel, embora publicados em 1865,
permaneceram na semi-obscuridade, e s6 o século XX trouxe entendimento
suficiente para se lhes reconhecer a merecida notoriedade. Entender a
transmissdo autossémica dominante desta afecgdo, caracteristica realcada por
Huntington, s6 se tornaria 6bvio no século XX.

Muito tempo teria de passar até que a ciéncia trouxesse algum acréscimo ao
legado de Huntington. No final do século XIX, a esperanca média de vida
continuava a ser curta e este facto talvez tenha contribuido para o escasso
conhecimento de uma doenga que surgia pela 3%4* década, aproximando-se
assim da idade comum de morte. A doenca permaneceu muito pouco
reconhecida, e as parcas publicacdes surgidas durante as décadas seguintes
pouco acrescentaram a riqueza e precisao da descrigao inicial.

S6 depois da identificagdo da estrutura do DNA em 1953 por Watson e Crick
(11) se comegou a prestar maior atencdo as doencas genéticas e a conhecer os
fundamentos para o seu entendimento. Mas ainda assim, teriamos de esperar
até 1983 para que o gene responsavel pela doenga fosse localizado, e mais dez
anos para que a mutacdo genética responsavel pela doenca fosse descoberta
(12).

I.1.3. O Lago Maracaibo

Como em muitas ocasides a histéria repetiu-se. Em 1955, um médico
venezuelano, Américo Negrette (13), também ele clinico rural numa
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comunidade particularmente pobre e desafortunada que vivia da pesca, nas
margens do Lago Maracaibo na provincia de Zulia, apercebeu-se de um vasto
numero de doentes que pareciam continuamente etilizados. Descoordenados,
caminhavam de forma tropega e desequilibrada (13). Da observagao de muitas
familias concluiu tratar-se da Doenca de Huntington, e que esta afectava
varias pessoas com interligacdes entre si, descendentes de um antepassado
comum. Examinou ele préprio dezenas de doentes de trés povoagdes vizinhas
onde a doencga parecia endémica e era conhecida por “El Mal”. Identificou-a
como doenca de Huntington e levou a sua descoberta ao conhecimento dos
seus pares, apresentando-a ao “6° Congresso de Ciéncias Médicas da Venezuela”.
Posteriormente, em 1963, publicou um livro chamado: Corea de Huntington:
Estudio de una Sola Familia atraves de Varias Generaciones (13).

O seu relevante achado nao conheceu, no entanto, a importancia que merecia.
Escrito em castelhano, ndo encontrou nenhum eco extra fronteiras, e s6 muitos
anos mais tarde um seu aluno levaria a informacdo a um congresso nos
Estados Unidos, e o0 mundo tomaria conhecimento da existéncia de uma
populagdo com concentracdo elevadissima de individuos afectados. O
interesse pelo Lago Maracaibo foi imediato. Esta populacdo seria a partir de
entdo alvo da atengdo das mais especializadas equipas de investigacdo, o que
conduziria a identificacdo da mutacdo genética responsavel pela doenca.

Americo Negrette era um homem de sentir humilde, que também escrevia
poesia, ensaios e pintava a natureza. Conta, em relato realista, a histéria da
doenga, na sua autobiografia intitulada Ciudad de Fuego. Morreu em 2003,
tendo assistido a descoberta da localizagao do gene e da mutagao responsavel
pela doenca (13). Nao viu, como seguramente teria ambicionado, nenhum
vislumbre de cura para “El Mal”.

[.1.4. A investiga¢cdo molecular

Cem anos apo6s a histérica publicacdo de George Huntington “On Chorea”
(1872) realizou-se o primeiro “International Centennial Symposium on
Huntington’s Disease” em 1972 (14). O simposio teve como objectivo reunir
todos os investigadores dedicados ao estudo da doenga, coligir o
conhecimento entdo existente e definir linhas de actuagdo conjuntas, objectivo
conseguido a julgar pela producao cientifica que se seguiu. Foi entao que a
informacdo sobre os doentes do Lago Maracaibo encontrou repercussio e a
partir dai sdo constituidas varias Fundacdes em Instituigdes Académicas dos
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Estados Unidos, capazes de angariar fundos para uma investigacdo profunda
sobre esta e outras doengas genéticas.

A mais importante destas fundagdes, The Foundation for Research in Hereditary
Disease, foi criada por Milton Wexler, j& entdo reconhecido psicélogo e
cientista. O acaso fizera que fosse genro de Leonor Wexler a quem fora
diagnosticada doenca de Huntington. Milton Wexler e a sua mulher Nancy
Wexler, ambos investigadores na Universidade de Columbia, dedicaram-se
desde logo a investigacdo da doenca. Nancy Wexler parte em 1979 para o Lago
Maracaibo, onde se envolve num intenso e duro trabalho de campo. Colhe
informacao, avalia doentes, recolhe amostras bioldgicas, desenha minuciosas
arvores familiares, criando um completissimo banco de dados, inigualdvel a
qualquer outro existente (15, 16). Este trabalho pioneiro sera determinante
para a descoberta da localizacdo do gene em 1983 e, posteriormente, em 1993
para a identificacdo da mutacdo genética responsavel pela doenca (12).

Um dramatico acaso torna-se assim num marco venturoso para o
conhecimento da doenca.

As familias venezuelanas abrangiam 15 409 individuos em nove geracdes.
Destes, 78% tinham idade inferior a 40 anos e pertenciam a 83 familias
distintas. A informacdo clinica e a investigagdo genética desta populacio
permitiram a localizagdo do gene no cromossoma 4pl6.3 e subsequentemente
a descoberta do defeito genético e identificacio da natureza da mutacao.
Desde entdo sabemos que a mutagdo consiste numa expansio instavel de
repeticdes do trinucleétido Citosina-Adenina-Guanina (CAG) o que leva a
expressio de uma expansio de poliglutaminas (poliQ) na proteina
huntingtina. Apesar de expressa em todas as células, esta proteina causa
disfungao e morte neuronal especialmente no estriado e no cértex cerebral de
todos os que sdo portadores da sua estrutura alterada (15) .

A partir de entdo, a histéria da doenca de Huntington nao se faz mais de
nomes isolados. A descricio mais ou menos exaustiva das manifesta¢des
clinicas da doenca esta feita, a fenomenologia aperfeicoou-se ao seu limite.
Com o grande avanco que foi a localizacdo do gene no cromossoma 4p em
1983, é o trabalho cooperativo, arduo e moroso de varios grupos de estudo
(Huntington Disease Collaboratwe Research Group) que leva ao progresso no
conhecimento da doenca (17). Durante 10 anos estes grupos multi-
disciplinares internacionais trabalharam sem tréguas até a identificacdo da
mutagao genética, o que aconteceu em 1993, grande marco nao s6 na histéria
da doenca de Huntington mas também das doencas de poliglutaminas em
geral, (18) estando neste momento identificadas nove doengas: doenca de
Huntington, atrofia dentato- rubro-palidoluisiana (DRPLA), atrofia muscular
espinhal e bulbar (SBMA) e as ataxias espinhocerebelosas (SCAs 1,2,3,6,7 e
17).
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Inicia-se, deste modo, uma nova era. A investigagdo muda-se para o
laboratério, processa-se agora a nivel molecular. Mdltiplos grupos
polivalentes trabalham a diversos niveis para entender os mecanismos
patogénicos da doenca, o misterioso processo que leva a que uma proteina
anémala contendo um residuo expandido de poliglutaminas perca a sua
normal funcdo, origine a formacdo de agregados intra-celulares e cause
desregulacao electiva em determinados circuitos neuronais e consequente
morte celular. Formaram-se centros de investigacao conjunta em varios paises,
nomeadamente Canadd, Estados Unidos, Austrdlia e Reino Unido (19, 20) .

Assiste-se a um momento de grande produtividade. Para se ter uma ideia, nos
altimos 10 anos publicaram-se cerca de 5.000 artigos sobre a doenca de
Huntington, quando até finais de 1972 apenas existiam quarenta e trés
publicagdes de realce.

1.1.5. Os modelos animais

A histéria da doenga completa-se com o momento crucial nas neurociéncias
que foi o desenvolvimento de modelos experimentais criados por engenharia
genética. Uma vez a mutacao conhecida, pode-se produzir um modelo animal
com essa adulteracdo, surgindo assim os ratinhos transgénicos, portadores de
parte ou da totalidade do gene mutado, que proporcionam uma fonte
extraordinaria de investigacdo da doenca humana a nivel celular (21).

O primeiro ratinho transgénico foi criado em 1996, e desde entdo varios
modelos foram desenvolvidos, permitindo testar sedutoras hipodteses
patogénicas, com a ressalva que estes modelos nao reproduzem na totalidade
a doenca, pois esta ocorre exclusivamente nos humanos. O fenétipo
neuropatoldgico estd bem documentado (22) e é irreproduzivel nos modelos
animais, o que reflecte alguma limitagdo nos ensinamentos que tiramos com a
sua utilizagdo. O grande contributo destes modelos é que eles, reproduzindo a
disfungao celular que ocorre na doenga, permitem a investigacdo inexequivel
nos cérebros dos doentes, obviamente s6 disponiveis post-mortem.

O complexo puzzle da patogenia da doenca de Huntington ndo se completou
ainda. Como tal, nenhum tratamento efectivo foi encontrado. No entanto, o
enorme progresso na investigacio dos ultimos anos traz-nos legitimas
expectativas para um futuro préximo.
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1.2. O gene

A mutagdo responsavel pela doenca, como ja foi dito, consiste numa expansao
instavel de repeti¢des do trinucle6tido CAG localizada no terminal 5 do exao
1 do gene HD, regidao que compreende 67 exdes (IT 15 na posicao 4p16.3)
codificante da proteina huntingtina (htt). Consequentemente a huntingtina
mutada tem um alongamento de um homopolimero de glutaminas (17) ou seja
residuos consecutivos poliglutaminicos no seu terminal NH2, 17 aminoécidos
a partir do iniciador metionina (The Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993).

O alelo normal (wild-type) transmite-se de geracdo em geracdo de uma forma
mendeliana, o alelo mutado é muito instavel durante a meiose, mudando o
seu tamanho na transmissao intergeracional quer aumentando 1 a 4 unidades
quer reduzindo 1 a 2 wunidades. Os maiores acréscimos ocorrem na
transmissdo paterna reflectindo uma velocidade particularmente aumentada
de mutacdo durante a espermatogénese (17).

Mecanismos patogénicos das doencas de poliglutaminas e da doenca de Huntington
em particular

A proteina huntingtina expressa-se em todas as células humanas embora com
maior concentragdo no tecido cerebral. Concentra¢des inferiores existem no
figado, coracao e pulmdes. Também ortdélogos da proteina foram identificados
em muitas espécies (ndo mamiferos) incluindo o zebrafish e a droséfila (23). A
funcdo da proteina normal wild-type ainda ndo é completamente conhecida, e
enquanto tal acontecer ndo serdo desvendados na totalidade os mecanismos
de doenca.

A DH é uma doenga autossémica dominante, com uma causa genética tnica, o
que poderia sugerir que o mecanismo patogénico fosse por haploinsuficiéncia,
isto é, o defeito genético tnico ser responsavel pela sintese insuficiente de uma
proteina necessaria para a normal fun¢ao celular. No entanto, o facto de nao
existirem deleccbes nem mutagdes pontuais no gene da huntingtina nao
favorece esta hipétese, ndo parecendo existir uma insuficiéncia ou perda da
funcdo mas antes “um ganho téxico de funcdo” do gene alterado (18).

A DH é uma das 9 doencas de expansao de poliglutaminas identificadas até
hoje, grupo de doencas neurodegenerativas hereditarias com caracteristicas
comuns, constituindo um dos modelos de doenca mais bem estudados a nivel
molecular. A acumulagdo da proteina mutada dentro dos neurénios é
responsavel pela sua disfuncdo e morte, sem que este complexo processo
esteja completamente esclarecido. As mais comuns doengas de poliglutaminas
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sdao a DH e a ataxia espinho-cerebelosa tipo 3 (SCA3), que tém distribuicdo
mundial se bem que com incidéncia muito varidvel nos diferentes paises,
sendo as mais frequentes também no nosso Pais.

Chamam-se doengas de poliglutaminas porque a mutagdo genética,
constituida por um aumento de repeticdes do nucleétido CAG, leva a uma
expansao de residuos de poliglutaminas na proteina mutada (poliQ). A
expansdo de repeticdes CAG é instavel, tendendo sempre ao seu alongamento,
o que acarreta um inicio de doenca progressivamente mais precoce e um curso
mais grave nas sucessivas geracOes, fendmeno este conhecido como
antecipagdo (24). Quanto maior o namero de repeticdes CAG mais precoce
serd a idade de inicio da doenca. O comprimento da expansdo é assim
responsavel por 50 a 70% da varidncia na idade de inicio, sendo esta também
condicionada por outros factores genéticos ou ambientais (25).

As caracteristicas comuns as doengas de poliQ indicam que o efeito toxico esta
relacionado com a extensdo da expansdao poliQ, tanto mais deletério quanto
mais longa esta for (ganho téxico de funcdo da proteina mutada). Todas sao
doencas progressivas, sem remissao. Tanto a proteina normal como a mutada
coexistem com concentragdes sobreponiveis nos diversos tecidos. Outra
caracteristica comum é que, apesar da proteina mutada existir em todos os
tecidos, ter portanto uma expressdo sistémica, a citotoxicidade parece eleger
alguns grupos neuronais no sistema nervoso central. Este facto sugere a
existéncia de maior vulnerabilidade de grupos celulares selectivos, com
condicdes locais que os tornam particularmente sensiveis ao efeito deletério do
produto do gene mutado.

Desafiando esta convicgdo, Van der Burg e colaboradores defenderam que
existem alteragdes fora do sistema nervoso, outros tecidos e orgaos sao
directamente afectados, nomeadamente o tecido muscular, o tecido sanguineo,
0 0sso e o miocardio, e que as alteragdes que ai surgem sio consequéncia
directa da expressio da huntingtina mutada nestes tecidos periféricos (26).

Os mecanismos pelos quais a proteina mutada, neste caso a huntingtina-htt,
causa neurodegenerescéncia incluem agregacdo proteica, anomalia na
interaccdo proteina/ proteina, alteracdo da expressdo génica, desregulacao dos
sistemas celulares lisosomais de autofagia e ubiquitina-proteossémico, e ainda
disfuncdo mitocondrial com consequente acumulacdo de espécies reactivas de
oxigénio e apoptose.
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[.2.1. Ganho de funcdo da expansdo CAG

A huntingtina-htt é uma proteina com multiplos dominios e como tal com
varios desempenhos dentro da célula, alguns conhecidos, outros ainda s6
hipotéticos, constituindo prolifica fonte de investigacao na actualidade. E uma
proteina de localizagdo preferencial intracitoplasmética, associada a organelos
como a mitocondria, o aparelho de Golgi, o reticulo endoplasmatico, as
vesiculas sindpticas e outros componentes do citoesqueleto. Em menor
concentracdo existe também no nucleo, onde tem por funcdo a regulagao
transcripcional e o transporte ndcleo citoplasma (27). Tem ainda uma
importante fungdo sindptica, no transporte intracelular de vesiculas e
organelos e confirmada acgdo anti-apoptotica intracelular. De momento foram
identificadas 234 protefnas a que a huntingtina se associa (28). A huntingtina é
essencial para o desenvolvimento embrionario (provado pela letalidade dos
embrides dos ratinhos transgénicos com total auséncia da proteina), porque a
sua inexisténcia acelera os mecanismos de apoptose e interrupcdao no
transporte de nutrientes maternos para o feto, mostrando que a htt mutada até
um determinado nivel pode compensar a auséncia da proteina endégena e
executar a maioria das fun¢des da huntingtina normal (29). Parece pois que o
processo de desregulacdo de vias intracelulares fundamentais, que termina na
morte celular, ocorre com a contribuicdo tanto da proteina wild-type por um
mecanismo de perda de fun¢do, como por um mecanismo de ganho téxico de
funcdo da huntingtina-htt. A mutacao parece assim conferir uma adicional e
deletéria funcdo a proteina (18, 30). No decurso da doenga a htt wild-type vai
perdendo a sua fungdo, o que se relaciona com a progressao dos sinais
clinicos, e foi j4 demonstrado experimentalmente nos modelos de animais
transgénicos (31).

[.2.2. Alteracdo das propriedades fisicas e funcionais da proteina mutada

A expansdo de poliQ confere novas propriedades fisicas a proteina que se
traduzem em numerosas anomalias no seu comportamento. A proteina
mutada apresenta alteracdes na degradacdo, na localizacdo sub-celular, na
maturacdo pds-traduccdo e na interaccdo com outros elementos moleculares,
bem como uma tendéncia para agregacdo dentro da célula. Sdo estas
alteragdes que induzem a multiplicidade de disfuncdes celulares que levarao a
morte neuronal (32).
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1.2.3. Agregados proteicos

O marcador anatomopatolégico das doencas de poliglutaminas é a
acumulacdo intranuclear e intracitoplasmatica de agregados de poliQ nos
neurdénios dos doentes (33, 34), o que pode ser demonstrado utilizando
técnicas de imunohistoquimica. O papel destes agregados é controverso. Nao
se sabe se sdo eles proprios patogénicos ou outros produtos intermediérios,
espécies mais pequenas que vao sendo geradas ao longo do processo de
agregacao. Os agregados podem reflectir produtos finais do evento toxico que
ocorreu a montante (35). Alguns estudos, em modelos animais tém sugerido
um papel protector para as inclusdes. A morte celular no estriado dos modelos
animais onde estes mecanismos patogénicos foram postos em evidéncia, ndo
encontrou relagdo com a formacao de inclusdes, mas sim com a presenca de
huntingtina mutada intra-nuclear e com a sua capacidade de activacdo dos
mecanismos apoptoticos celulares.

De igual modo, nos cérebros dos doentes, o aparecimento de inclusdes intra-
celulares parece correlacionar-se com a progressio da doenca (36). Estas
inclusdes sequestram outras proteinas tais como os factores de transcrigdo e
constituintes do proteossoma, alterando-lhes a sua normal fungao. No entanto,
ndo é claro que tenham um efeito téxico pois aparecem tanto em dareas
cerebrais que degeneram como em dreas preservadas, sugerindo poder
exercer, pelo contrdrio, um efeito protector sequestrando formas mais téxicas
da proteina mutada. Nos modelos celulares da DH as inclusdes formadas pela
htt mutada parecem exercer um efeito benéfico ao sequestrarem formas mais
toxicas da proteina alterada (37, 38).

Recentemente, Arrasate e colaboradores (37) sugeriram que o processo de
agregacdo dos poliQ origina a producdo de formas supra-moleculares
estruturadas, tais como os oligomeros, protofilbrilhas soltveis e fibras
amildides, e que estas exercem o verdadeiro efeito de toxicidade directa
atribuida aos residuos poliQ. Assim sendo, os grandes agregados
apresentariam, pelo contrario, um efeito citoprotector.

Os oligbmeros tém a capacidade de se inserir nas membranas lipidicas
comprometendo a sua integridade e alterando um grande ntimero das suas
fungdes, tais como a regulacdo de fluxos i6nicos, a funcdo mitocondrial e a
transmissdo sindptica. Actualmente, a toxicidade destes oligbmeros tem sido
estudada essencialmente em modelos celulares, sendo muito dificil verificar a
sua existéncia nos cérebros de doentes, pelo que é necessario um maior
namero de evidéncias para que o seu efeito deletério seja provado (39, 40).
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[.2.4. Clivagem proteica

A agregacdo das proteinas mutadas parece resultar de uma perturbacdo nos
usuais mecanismos de degradacdo e eliminacdo das proteinas. Nos cérebros
dos doentes os agregados observados sio formados por fragmentos de
proteinas contendo a expansao poliQ, e ndo pela proteina completa. Diversos
estudos mostraram, in vitro, que quanto mais truncada é a proteina mais
rapidamente se agrega, escapando provavelmente as vias de normal
degradacdo pelo sistema proteossémico. Torna-se assim necessdrio identificar
os fragmentos constituintes dos agregados, bem como as endopeptidases
implicadas, para que seja possivel o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que impecam a protedlise. Em particular, algumas
endopeptidases da familia das caspases e das calpainas estao envolvidas na
protedlise da htt mutada. A caspase-6 gera um fragmento de htt mutada que
se acumula no ntcleo dos neurénios, sendo esse fragmento sujeito a protedlise
por outras endopeptidases que originam fragmentos progressivamente mais
pequenos e passiveis de agregacdo. Num modelo animal experimental (YAC
128) a abolicdo do local de clivagem das caspase-6 na htt mutada torna-a
menos patogénica. Podera pois, ser esta uma via de investigacdo de novas
terapéuticas para a doenga (41).

[.2.5. Modifica¢Oes pés-traducdo

As modificacdes pos-tradugdo podem ter um papel patogénico porque
parecem conferir toxicidade a proteina mutada ao alterar a sua localizacao
sub-celular, o seu mecanismo de protedlise assim como a sua aptiddo para
agregacao e interaccdo com outras estruturas proteicas. Em todas as doengas
de poliglutaminas as proteinas mutadas trazem modificacdes pos-traducionais
diferentes das suas correspondentes normais, isto € sem mutacdo. A htt
normal é uma proteina fosforilada em numerosos locais, enquanto a forma
mutada se encontra hipofosforilada em alguns residuos de serina (5421; S5434;
S536). A hipofosforilagao condiciona a protedlise da htt mutada pela accdo das
caspases e calpainas e também altera a sua fun¢ao normal o que vai, uma vez
mais, modular a sua toxicidade. Existem estudos que demonstram o papel da
fosforilagao nomeadamente do residuo $421, o que enfraquece a clivagem da
proteina pela accdo da caspase-6, assim reduzindo a sua acumulagdo
intranuclear (42). Como tal, nos modelos celulares em que se conseguiu
induzir a fosforilagao do residuo 5421 (pelo aumento da actividade de uma
cinase a AKT/PKB cinase), reduziu-se a toxicidade da htt mutada (43). Da
mesma forma a fungdo de transporte axonal foi restaurada na htt mutada
depois de se proceder a substituicdo do residuo $421 pelo acido aspartico o
que mimetiza a fosforilacdo (44). A diminuicdo da palmitoilagdo da cisteina
214 esta associada a uma interaccdo mais fragil da htt mutada com a
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huntingtin-interacting protein 14 (HIP14) e contribui também para a formacao
de agregados nos modelos celulares.

A fosforilacdo do residuo $421 reduz a clivagem da htt pela caspase-6,
diminuindo por isso a sua acumulagao intranuclear.

Também uma diminuicdo da palmitoilacdo da cisteina 214 devida a interacgao
da htt mutada com a palmitoil-transferase da HIP 14 contribuiria para a
formagao de agregados (o que s6 foi observado em modelos experimentais
celulares). A sumoilacdo e acetilacgdo da htt mutada modelam a sua
estabilidade e toxicidade em modelos animais nomeadamente no modelo
drosoéfila.

Recentemente foi provado que aumentando a sumoilagdo da htt mutada,
aumenta igualmente a interactividade desta com a proteina RHes o que
também é factor indutor de toxicidade (45).

[.2.6. InteracgGes com outros elementos proteicos

Esta por explicar a vulnerabilidade de alguns grupos selectivos de neurénios
em cada uma das doencas de poliglutaminas. Nao existe correlagao entre o
nivel de expressdao da proteina mutada, a sua localizacdo sub-celular e as
diferentes regides cerebrais afectadas. Poder-se-ia explicar a vulnerabilidade
de diferentes &reas cerebrais pela interacgdo da protena mutada com
elementos proteicos existentes nesses grupos neuronais alvo. Existem diversos
estudos para testar esta hipotese (32).

Assim, algumas fungdes da htt tém vindo a ser identificadas, nomeadamente o
seu papel em processos tdo variados como a endocitose, o transporte
vesicular, a transmissdo sindptica, a regulacdo de calcio ou a transcricdo via
interaccdo com outras proteinas: huntingtin-interacting protein 1, huntingtin-
associated protein (Hapl), postsynaptic density 95 (23).

Tem sido demonstrado que a expansido poliQ altera a afinidade da proteina e
também a fungdo de outras proteinas celulares de ligacdo. A htt mutada
interage com a Hapl o que perturba o transporte axonal de um factor
neurotréfico essencial a sobrevida dos neurénios estriatais, o brain derived
neurotrofic factor (BDNF).

Outro mecanismo que na DH podera justificar o maior envolvimento dos
neurdnios estriatais é o facto de a htt mutada reagir com elementos celulares
de maior expressao no estriado. Nomeadamente a diminuicao de afinidade da
htt mutada pelo PSD95, um regulador dos receptores NMDA do glutamato,
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conduz a uma entrada excessiva de calcio intraneuronal. Por outro lado, um
aumento de afinidade da htt mutada para os canais de calcio IP3R1 torna o
canal hipersensivel ao IP3, um segundo mensageiro que resulta da activagao
do receptor glutamato mGLURS. Percebe-se que a excessiva estimulacao
glutamatérgica dos neurénios estriatais conduza a um aumento de calcio
citosélico com consequente aumento da excitoxicidade. A htt mutada interage
também com a proteina Rhes, uma pequena proteina com expressao selectiva
no estriado, dai resultando um acréscimo na tendéncia a agressdao nesta area
cerebral (46).

Os neuroénios espiculados de tamanho médio do estriado sio abundantemente
enervados por axénios corticais glutamatérgicos. Como estes sdao o grupo
celular inicialmente afectado, a teoria glutamatérgica, ao reforcar como causa
de neurodegenerescéncia a excitoxicidade pelo glutamato, encontra aqui o seu
fundamento. Por este facto, a tomada do glutamato pelas células gliais assume
particular relevancia na prevencdo da excitotoxicidade. Também é sabido que
a htt mutada, embora expressa de forma ubiqua, tem maior tendéncia a
formacdo de agregados intraneuronais do que intragliais. Em experiéncias em
modelos transgénicos a huntingtina mutada reduz a expressao do
transportador do glutamato nos astrécitos aumentando a sua ligacao ao Spl e
reduzindo a associacdo do Spl com o promotor do transportador desse
aminodcido. Estes resultados mostram que a huntingtina mutada intraglial
tem um importante papel na patogénese da DH, e este conhecimento trouxe
abertura a um outro campo de investigacdo para novas abordagens
terapéuticas (47).

[.2.7. Efeitos toxicos a nivel do RNA

Sem duavida que as doengas de expansao de CAG sdo causadas pela disfuncao
da proteina mutada. No entanto, questiona-se se o RNA mensageiro que
transporta a expansio CAG ndo estard também envolvido no processo de
toxicidade. Existem estudos no modelo droséfila para a SCA3 (48), mas nao
para a DH, que demonstram a influéncia da composicao nucleotidica do RNA
mensageiro no fendtipo da doenga. Neste estudo ficou demonstrado que a
expressao do RNA ndo codificante, que contem uma expansao CAG, induz
uma disfuncdo neuronal progressiva na droséfila mesmo na auséncia da
proteina mutada, daqui se inferindo que nas doencas de expansdo de
poliglutaminas a degenerescéncia neuronal sera devida ndo apenas a
expressao da proteina contendo uma expansiao poliQ mas também a expressao
do RNA que codifica essa proteina.
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O RNA, aparece assim como um importante alvo de investigacdo, ndo estando
contudo confirmada a sua toxicidade ou envolvimento na patogénese da
doenca.

1.2.8. Disfunc¢ao Neuronal

Em todas as doencas de poliglutaminas o processo patolégico inicia-se por
uma disfuncdo neuronal causada pela proteina mutada, pelos fragmentos
resultantes da protedlise, pela formacao de agregados, pelo RNA, isto é varios
factores todos contribuindo para a alteracdo da funcdo celular. A investigacao
actual visa compreender o contributo de cada um destes elementos para o
processo patolégico e distinguir as disfungdes primadrias das secundérias, com
o fim de melhor desenvolver estratégias terapéuticas consequentes.

A desregulacao da expressao génica é uma caracteristica comum a maioria das
doencas de expansio de poliglutaminas. As proteinas mutadas tém
interac¢des aberrantes com uma série de proteinas nucleares essenciais a
regulacdo dos genes (49). As numerosas alteracdes transcripcionais que
ocorrem nas doengas de expansio de poliQ incluem os genes implicados em
funcdes celulares tais como a resposta ao stress, a sinalizacdo neuronal, a
regulacdo do célcio e a regulacao de processos de inflamacao.

Defeitos metaboélicos foram também evidenciados. Na DH a htt mutada liga-se
directamente &8 membrana mitocondrial interferindo com as enzimas da cadeia
respiratéria e sua fungdo. Também reprime o PGC-lalfa, um co-activador
transcripcional que regula a biogénese e a respiragdo mitocondrial. Como
altima consequéncia a alteragdo mitocondrial leva a produgao de radicais
livres de oxigénio sendo assim responsével pela exacerbacao dos mecanismos
de stress oxidativo observados na doenga.

Outro processo que leva a disfuncao celular é a desregulacdo do sistema de
degradacao proteica mediado pelo proteossoma. Como os agregados proteicos
intracelulares que se formam sequestram proteinas celulares, proteinas
chaperon, também subunidades do proteossoma e da ubiquitina, todo este
sistema de degradacdo proteica fica perturbado. Tal perturbacdo leva a
acumulacdo de proteinas mal conformadas e de cadeias poliubiquitinadas.
Este é um hipotético mecanismo de disfuncao celular que em alguns estudos
em modelos animais ndo foi, no entanto, confirmado (50).

Em resumo, todo o conhecimento que os modelos celulares tém possibilitado,
particularmente a caracterizagdo das vias moleculares implicadas nestas
doengas, permite definir alvos para futuras estratégias terapéuticas visando o
gene mutado, a proteina resultante, os defeitos funcionais consequentes e os
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grupos celulares que sofrem mais intensamente o processo de
neurodegenerescéncia (45).

I.3. A Patologia

As primeiras descricdes anatomo-patolégicas sio de Jelgersma (1908) e
Alzheimer (1911), e posteriormente de Dunlap (1927), Stone e Falstein (1938),
McCaughey (1961). Todos referem a atrofia global existente nos cérebros dos
doentes, com preferencial envolvimento do ntcleo caudado e putamen (51).
Algumas destas descri¢cdes enfatizam o atingimento dos lobos frontais com
consequente dilatagdo dos ventriculos laterais (52). Cedo foi percebida a
relacdo existente entre a atrofia do ntcleo caudado e as manifestagdes motoras
que ocorrem na doenga, particularmente a existéncia de movimentos coreicos,
sendo Jelgersma (1908) um dos primeiros a constatar e descrever esta
associacdo (51). As séries reportadas entdo inclulam um ndmero muito
pequeno de cérebros, utilizavam técnicas classicas de anatomo-patologia e
centravam-se na observagao do estriado, pelo que pouco contribuiram para o
conhecimento da doencga.

Foram os trabalhos de Vonsatell (1998) que mostraram o vasto espectro de
alteragdes patologicas existentes na DH, para o que contribuiu o facto de ao
longo de 17 anos ter tido a possibilidade de estudar mais de 1000 cérebros de
doentes em vdarias fases de doenga e, sobretudo, de individuos portadores da
mutagdo mas ainda assintomaticos, cujos cérebros foram observados anos
antes da hipotética idade de inicio da doenca (53). O actual conhecimento da
patologia da DH baseia-se em estudos morfométricos e na utilizacdo de
técnicas de histoquimica, imunohistoquimica e de hibridacdo in situ,
anteriormente ndo disponiveis.

Vonsatell identificou as caracteristicas topogréaficas e celulares da DH e
estabeleceu um sistema de gradiente de severidade para estadiar a extensao
das alteragdes patologicas no estriado, que propds como bateria de utilizagao
por todos os grupos de investigacdo (54). Ao graduar as alteracdes do estriado
de acordo com a gravidade (numa escala de 0 a 4) utilizando apenas
microscopia convencional realizada em cortes coronais classicos, propde uma
classificacdo que traduz o padrdo temporo-espacial de progressio da
degenerescéncia. Vonsatell verificou que a atrofia do estriado segue uma
progressao sequencial, envolvendo primeiro o palido externo, a que se segue o
palido interno. Também no ntcleo caudado o processo degenerativo tem
inicio no seu segmento mais caudal, progredindo para o corpo, que por sua
vez estd mais precocemente atingido que a cabega do ntcleo caudado. O
mesmo padrdo de progressdo ocorre no putamen, a sua porcao caudal
sofrendo mais intensa degenerescéncia que a porcao rostral. A atrofia progride
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seguindo um eixo dorso ventral, isto é, o processo degenerativo tem inicio na
regido mais dorsal avancando depois para a regido ventral. Vonsatell concluiu
que com a evolucdo da doenga a degenerescéncia do estriado obedece a uma
progressao caudo-rostral, dorso-ventral e médio-lateral, sendo os dois tergos
rostrais do neo-estriado mais vulnerdveis ao processo de morte neuronal que o
terco ventral, incluindo o ntdcleo acumbens que se encontra relativamente
preservado. A rarefacgdo neuronal segue-se uma resposta astrocitaria
reaccional.

No Grau 0 classifica os cérebros de doentes ja sintomaticos mas em que o
aspecto microscopico é normal. Encontrou, como justificacdo para a ocorréncia
de sintomatologia clinica, a provavel disfun¢ao dos neurénios estriatais apesar
da auséncia de alteracdes estruturais. Utilizadas técnicas de contagem celular,
é ja notoria a rarefaccdo na cabega do nucleo caudado, na ordem dos 3040 %.
No Grau 1 é ja evidente a atrofia da cauda e corpo do ntcleo caudado, onde
surge gliose astrocitaria, no Grau 2 a atrofia estriatal é considerada média a
moderada, no Grau 3 severa, e no Grau 4 o estriado apresenta-se severamente
atrofico, tendo perdido mais de 95% dos seus neurénios. Nesta fase, o
contorno da cabeca do ntucleo caudado torna-se concavo tal como o braco
anterior da cdpsula interna. A gravidade da atrofia do ntcleo caudado
encontra correlagio com o envolvimento de outras areas cerebrais. Nos
estadios iniciais ndo existe atrofia extra-estriatal (55) mas nos Graus 3 e 4
espera-se encontrar reducdo marcada no palido, no cértex, tdlamo, nicleos
subtaldmicos e também na substantia nigra. Estas estruturas sofrem rarefacgdo
neuronal sem que se verifique a esperada resposta astrocitaria, sugerindo que
a astrocitose reaccional é um fenémeno confinado ao estriado.

A relevancia dos trabalhos de Vonsatell advém da correlagdo que estabeleceu
entre os diversos graus de atrofia do estriado e o envolvimento de outras
estruturas nomeadamente o cOrtex cerebral. Nos Graus 3 e 4, Vonsatell
demonstrou que o cortex cerebral pode estar marcadamente afectado, em
particular as camadas III, V e VI (53, 56). Mais recentemente, em 1991, Ross e
colaboradores demonstraram também o envolvimento do cértex, sobretudo
das camadas V e VI. Ai, a existéncia de rarefac¢do neuronal é manifesta nos
portadores assintomaticos da mutacdo, o que se observou na auséncia de
sintomatologia clinica (57).

Cérebros de portadores assintomaticos, observados muitos anos antes da
idade prevista para o inicio da sintomatologia motora, evidenciaram um
aumento da densidade dos oligodendrdcitos, particularmente na cauda do
nucleo caudado onde o processo patoldgico se inicia (56). A substancia branca
pode também estar envolvida e ndo apenas nos estadios avancados de doenga.
Estudos neuropatolégicos demonstraram a existéncia de fendémenos de
degenerescéncia focalizados nos neurénios piramidais das areas de Brodmann
8,9 e 10 cujas projeccdes se estabelecem com os ganglios da base. A hipotese
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de envolvimento da via cortico-estriatal (58, 59), com disrupcao das fibras
mielinizadas da substancia branca, tem encontrado o seu fundamento na
informacao fornecida pela Ressonancia Magnética de Difusao (DTI). Ora, se é
sabido que a proliferacdo astrocitiria ¢ um fenémeno reactivo e de resposta a
morte neuronal, habitualmente a oligodendroglia ndo responde dessa forma
ao processo de neurodegenerescéncia. Por esse facto, acredita-se que a
alteragdo quantitativa observada no nucleo caudado de individuos pré-
sintomaticos, traduzida no aumento significativo da densidade de
oligodendrocitos poderd reflectir uma perturbacio na morfogénese nos
cérebros portadores da mutacdo genética, reflectindo assim, um defeito
precoce, no desenvolvimento cerebral (60).

Vonsatell verificou que 5% dos cérebros estudados apresentavam a
particularidade de manter no estriado, pequenos aglomerados de parénquima
intacto, os quais conservavam normal densidade de neurénios com discreto
aumento astrocitario. Estes ilhéus, como lhes chamou, ndo existem em nimero
superior a cinco e ndo tém mais de um milimetro de didmetro, tendo sido
encontrados preferencialmente em cérebros de doentes com formas juvenis de
doenca, podendo reflectir um mosaicismo degenerativo (22).

No aspecto macroscopico, todas as séries referem mais marcada atrofia dos
lobos frontais, com menor envolvimento dos lobos parietais. Os cérebros dos
doentes perdem em média 100 gramas do seu peso. O neo-estriado contém
neurdnios atréficos, sendo ai que o processo de degenerescéncia é mais
intenso. No estriado os neurénios encontram-se dispersos, sdo conhecidos por
“dark neoestriatal neurons” porque contém um citoplasma granular fino e
escuro, com cromatina condensada no ntcleo. O seu aspecto peculiar traduz
morte celular por apoptose. O marcador patolégico da DH é o gradiente e a
forma progressiva de atrofia estabelecida no estriado, caracteristica esta nunca
reproduzida nos modelos animais (22).

O ritmo de degenerescéncia do neoestriado depende do tipo de neurénios. Os
neurénios espiculados de tamanho médio (Medium Spiny Projections Neurons),
também conhecidos por células de Golgi tipo I, sdo gabérgicos (61),
morfologicamente constituidos por um longo axénio, um corpo celular de
tamanho médio e dendrites espiculadas que lhes conferem a designagao de
Medium Spiny Neurons (MSNs). Estes neurénios projectam os seus axénios
para o globo palido interno (GPI) e substantia nigra pars reticulata. Os
interneuroénios estriatais conhecidos por células de Golgi tipo II sao muito
heterogéneos, tém pequenos axénios, corpos celulares de tamanho variavel e
extensa arborizagdo dendritica, pelo que estabelecem intimeros contactos
sindpticos com multiplos MSNs (62). Curiosamente sdo pouco atingidos no
processo de doenca, mantendo-se preservados até fases muito tardias. De
acordo com o seu alvo, os MSNs sao divididos em dois grupos: os que vao
constituir a via directa ou estriato-nigrica cujos axénios se projectam
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monossinapticamente no GPI ou na substantia nigra pars reticulata e usam a
encefalina como neurotransmissor, e os que constituem a via indirecta ou
estriato-palidal projectando-se no palido externo e que expressam a substancia
P. De forma surpreendente, sdo estes neurénios que constituem a via indirecta
os que sdo afectados mais precocemente e em maior extensio. Projectam-se
para o palido externo, utilizam GABA e encefalina como neurotransmissores e
sdo mais vulneraveis do que os que contém substancia P e se projectam para o
palido interno. Por outro lado, os neurénios nao espiculados, intra-estriatais
sdo muito pouco afectados. A lesdao da via indirecta (ou estriato-palidal)
constitui a base anatomo-fisioldgica da manifestacdo clinica mais relevante da
doenga, isto é a coreia (63).

Os neuroénios espiculados de médio tamanho (95% de todos os neurénios
estriatais) recebem enervacdo directa do coértex cerebral, pelo que o seu
atingimento parece resultar da excitotoxicidade glutamatérgica. Os
interneurodnios colinérgicos, de maior dimensao, sdo habitualmente poupados
neste processo degenerativo (64).

Os estudos histopatoldgicos tém documentado a reducdo de fibras axonais e
de proteinas sindpticas no curso da doenca (65). Estudos de imagem com
difusdo também revelaram sinais muito precoces de degenerescéncia axonal
na substancia branca, precocemente, ainda em doentes em fase pré sintomatica
(66). Estas evidéncias indicam que as alteragdes nos processos de
conectividade neuronal tém um importante papel na patogenia da DH, e que
os neurénios afectados seguem um padrdo de degenerescéncia do tipo dying
back.

Este novo conceito é de particular importancia porque implica outros alvos na
investigacdo de terapéuticas inovadoras, nomeadamente o desenvolvimento
de factores troéficos (47).

Recentemente em portadores assintomaticos, foi feito um estudo
morfométrico focalizado a cauda do nucleo caudado, o local onde surgem as
primeiras alteracdes patoldgicas, e verificou-se o aumento de densidade
celular de oligodendrdcitos. Utilizando técnicas de imunocitoquimica e de
coloragao especifica para a identificacdo da ubiquitina, foram ai demonstrados
os corpos de inclusdo intranucleares, que sao constituidos pelos agregados de
huntingtina mutada a proteina resultante da mutagido genética. Os corpos de
inclusao intranucleares e intracelulares sao o marcador patolégico das doencas
de expansodes de repeticdes CAG e estdo presentes muito tempo antes do inicio
da sintomatologia clinica, precedendo a rarefaccdo neuronal e as outras
alteragdes neuropatoldgicas que vao surgir no decurso da doenga (67).

A investigacdo actual indica que a formacao destes agregados de huntingtina
ubiquitinada, constituindo precipitados intracelulares, representa um
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mecanismo compensatério de proteccdo celular na fase inicial do processo
degenerativo. Estes agregados existem em quantidade mais numerosa no
cértex que no estriado e, no proprio estriado, sdo mais numerosos nos
neurénios positivos para a NADPH-diaforase do que nos neurénios
espiculados de tamanho médio, positivos para a calbindina, estes altimos os
mais vulneraveis ao processo degenerativo na DH.

A presenca de agregados intranucleares nos cérebros de portadores
assintomaéticos, que morreram muito tempo antes da data calculada para o
inicio das manifesta¢des clinicas da doenca, sugere que a resposta do cérebro a
huntingtina mutada se inicia precocemente, muito antes da revelacdo do
fendtipo da doenca. Muito provavelmente o processo neurodegenerativo
inicia-se e desenvolve-se desde o momento do nascimento (68).

Muito importante, se bem que subvalorizado, é o trabalho de Braak & Braak
(69) que demonstra o envolvimento alocortical dos cérebros com DH,
chamando a atengao para a distribuicao das lesdes. Braak & Braak, nos sete
cérebros de doentes com doenca de Huntington estudados, demonstraram a
existéncia de um padrdo regional de envolvimento layer-specificc com
rarefacgdo e perda neuronal preferencialmente da regido entorrinal sem
reaccdo astrocitiria. Este padrdo especifico de envolvimento precoce de
estruturas relacionadas com o sistema limbico e hipocampo poderia justificar a
sintomatologia comportamental e as alteragdes de personalidade que os
doentes apresentam nas fases iniciais, precedendo outros sintomas,
nomeadamente sintomas motores, que por convencao, determinam o inicio da
fase sintomatica desta doenca.

A neuropatologia ndo esgotou o seu papel no esclarecimento do processo
patogénico e na identificagdo de substratos estruturais para as pleomorficas
manifestacdes clinicas da doenca. A DH ocorre exclusivamente em humanos,
como tal as alteragdes neuropatologicas especificas surgem apenas nos
cérebros dos portadores da mutacdo genética. Acontece que a tecnologia
aplicada ao estudo dos cérebros post-mortem que tem sido utilizada até ao
presente, ndo tem permitido maior avango, sendo inadequada para a
investigagao dos processos celulares que conduzem a degenerescéncia e morte
neuronal.

A producdo de animais transgénicos que mimetizam a doenca constitui um
grande avanco para o conhecimento da fungdo normal da proteina
huntingtina, e das interacgdes bioquimicas da proteina, quando mutada. A
grande utilidade destes modelos advém da sua capacidade em reproduzir a
disfungao intracelular e de permitir, em tempo encurtado, perceber a cascata
de eventos que leva a morte da célula.
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Os modelos de ratinhos portadores da mutacdo HD podem ser categorizados
em trés grupos: modelos expressando fragmentos do exdo 1 do gene htt
humano em adigdo aos dois alelos murinos normais; modelos knock-in que sao
modelos de ratinhos em que se inseriu CAG no CAG existente ja expandido
no gene hdh murino; e um terceiro grupo em que o gene humano esta
expresso em todo o seu tamanho (54). Os modelos animais, se bem que de
grande utilidade, nunca ostentam a constelagao de alteragdes que ocorrem no
cérebro humano. Esta é a sua principal limitagdo. Ndo sendo perfeitos,
constituem, a nivel celular, o melhor modelo de doenca.

Em resumo, o marcador patolégico da DH é a atrofia gradual do estriado, que
segue um padrdo de progressdo topograficamente ordenado. O envolvimento
de camadas do cértex cerebral e disfungao de circuitos cortico-estriatais sugere
que o processo de doenca pode comecar no cértex, e que a libertagdo macica
de glutamato pelos terminais cortico-estriatais pode ser responsavel pelo
aumento da excitotoxicidade no estriado e consequente degenerescéncia deste.

1.4. Aimagem

Este é um dos campos que conheceu maior desenvolvimento na tltima década
e cuja extensa producdo veio acrescentar mais incertezas que fornecer
conceitos de aceitagao indiscutivel.

Classicamente a neuro-imagiologia estrutural tem-se focalizado nos ganglios
da base relacionando a atrofia do estriado com a progressdo da doenga,
reconhecido que é, que esta se inicia na fase prodrémica, anos antes da doenca
se revelar (66, 70). Os estudos multicentricos longitudinais Predict-HD
(Neurobiological Predictors of Huntington’s Disease) e TracK-HD (um estudo
observacional, longitudinal, sem tratamentos experimentais em pré
sintomaticos e estadios precoces de doenga) forneceram suficiente informacao
para concluir que a atrofia estriatal se inicia precocemente, até 15 anos antes
do inicio previsivel da doenca (19 20). Mais, a informacdo cruzada obtida
através de estes estudos longitudinais indica que a volumetria estriatal tem
correlacdo directa com o tempo previsivel para o inicio da sintomatologia
motora da doenca, daqui se inferindo que na fase prodrémica a medigcao do
volume do estriado pode ser um bom marcador de doenca (71). Um
importante estudo, embora referente a um ntimero pequeno de doentes (n=19)
em fase pré sintomatica, demonstrou que existem alteracdes longitudinais
evidenciadas a partir de 10 anos antes do inicio previsivel da doenca e, mais
importante, que quando surge sintomatologia clinica ja se perderam 50% das
células estriatais (72). A semelhanca do que acontece com outras doencas
neurodegenerativas, nomeadamente com a doenca de Parkinson em relacao a
rarefaccdo dos neurénios dopaminérgicos, também aqui o limiar para a
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ocorréncia de sintomas é muito alto, estes s6 se revelando quando ja se
perderam mais de 50 % dos neurénios do estriado.

Frequentemente as alteracdes cognitivas ou comportamentais precedem a
sintomatologia motora, o que trouxe novo direccionamento a imagiologia, que
se orientou para a pesquisa do envolvimento de outras areas cerebrais fora
dos ganglios da base nos individuos pré-sintométicos, na expectativa de uma
vez mais, se encontrarem marcadores de doenca (73, 74). Curiosamente os
primeiros resultados destes estudos sugeriram que a rarefaccio da substancia
branca poderia também ser um indicador sensivel da progressao da doenca,
mesmo no periodo prodrémico. Estes achados na substancia branca foram
posteriormente explorados utilizando a Ressonancia Magnética de Difusao
(75, 76) e demonstrou-se que a anisotropia fraccional tanto estd aumentada
como reduzida de forma significativa, em funcdo do estadio da doenca. Mais
importante, a Difusion Tensor Imaging (DTI) indicou que as alteracoes de tecido
ja existem nos doentes pré-sintomaticos ainda na auséncia de alteracdes
volumétricas visiveis, sugerindo que subtis modificagdes morfolégicas
ocorrem antes da morte neuronal. Outras alteracdes, incluindo o volume de
liquido céfalo-raquideo e reducdo do espessamento cortical, tém sido
irregularmente demonstradas. Embora a reducao da espessura cortical possa
ser detectada durante a fase pré-clinica da doenca e pareca relacionar-se com
alguns sintomas, existem demasiadas diferencas metodologicas e
discrepancias nos estudos existentes e nos consequentes resultados obtidos
para que estes possam ser correctamente valorizaveis. Porque estes estudos
utilizam diferentes metodologias na andlise dos resultados obtidos e das
técnicas aplicadas, assim como grande heterogeneidade nas amostras
estudadas, é dificil verem validados os seus resultados. De forma consistente,
a diferenga entre individuos normais e pré-sintoméaticos reside na volumetria
dos ntcleos da base (77).

[.4.1. Ressonancia Magnética Funcional

A utilizacdo da Ressonancia Magnética Funcional (fMRI) na DH tem
essencialmente dois objectivos: por um lado identificar e caracterizar a
disfungao existente na doenca e, por outro, desenvolver um biomarcador que
possa servir para diagnéstico pré-sintomatico nos individuos portadores da
mutacdo (78).

Num estudo pioneiro, desenhado para avaliar o impacto da disfungao causada
pela doenca em vérios dominios neuronais, os doentes eram submetidos a
fMRI enquanto executavam algumas tarefas especificas, para serem depois
comparados com individuos saudéveis (79). Verificou-se que no grupo dos
doentes existe um aumento cortical e subcortical nas respostas Bold (Blood



Introdugdo

origin level dependence) na performance maze, especialmente nas areas de
processamento motor e visual. A auséncia de inibicdo nas respostas motoras
também encontrou correlagio com a alteragdo observada nos padrdes de
activacdo dos nucleos caudados e dos talamos. Este conjunto de alteragdes na
activacdo que a fMRI veio demonstrar, sugere que o processo de
neurodegenerescéncia (representado pela diminuicdo de activacdo) a nivel dos
ganglios da base leva a um recrutamento compensatério (representado por
hiperactivacdo) de vias motoras acessorias.

O segundo objectivo, encontrar um biomarcador que possa permitir o
diagnostico precoce e assim definir o inicio da doenca em portadores
assintomaticos, é muito mais ambicioso e, até a data, ndo alcancado. Tém-se
desenvolvido varios paradigmas baseados nas informagdes colhidas na fMRI,
mas sdo necessarios mais estudos para validar os achados encontrados, de
modo a permitir uma indicagdo para a sua utilizagdo na pratica clinica (80).
Nos doentes em fase sintomatica observa-se um padrao de hipoactivagdo nos
ganglios da base, relacionado com a execu¢do de uma tarefa, o qual é
precedido por aumento de activagdo no nucleo caudado, tilamo e cortex
fronto-temporal. Tais achados tém sido interpretados como um mecanismo de
compensacdo ocorrendo precocemente no local onde se inicia o processo
neurodegenerativo. Um estudo de referéncia mostrou auséncia de activagao
da porcao antero-dorsal da insula esquerda nos individuos pré-sintomaticos,
durante a execugdo de uma tarefa de reconhecimento de expressdes faciais que
traduziam emogdes, com particular énfase para o reconhecimento do nojo (81).
Ainda nos individuos pré-sintomaticos tém sido encontradas diversas
alteragdes que podem surgir muitos anos antes da data estimada para o inicio
da doenca, precedendo 12 anos o irromper dos sintomas motores (78).

Existem, desde 2002, varios estudos com fMRI que exploram anomalias
neuronais e cujos resultados apontam quer para a hipoactivacdo quer para a
hiperactivacdo de diferentes regides cerebrais, de acordo com a tarefa que esté
a ser executada. Infelizmente estes estudos ndo conseguiram identificar
circuitos envolvidos nos deficits cognitivos observados, apesar de serem
capazes de demonstrar alteragdes funcionais ainda em fases pré sintomaticas
da doenca. Demonstraram também que existem diferencas na activacdo de
areas cerebrais e estas sdo detectaveis antes do declinio na execu¢do duma
tarefa em estudo (82-84). Apesar de estes resultados serem muito
interessantes, referem-se a estudos realizados em pequenos grupos, como tal a
necessitar de validagdo, ndo existindo nenhum teste que de forma clara
permita estabelecer o risco de doenga, nos individuos em fase pré - clinica.

Em Fevereiro de 2010, o Dementia Research Centre apresentou o primeiro
estudo longitudinal com Ressonancia Magnética (RM) e volumetria na DH
(77). Este estudo demonstrou a utilidade da RM com quantificacdo de volumes
como processo capaz de detectar a progressdao da DH antes da emergéncia de
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sintomas clinicos. O estudo foi desenhado de forma a detectar, no seguimento
longitudinal de individuos pré-sintométicos portadores da mutagao, quais as
alteragdes volumétricas das estruturas alvo. O seu grande objectivo é definir a
possivel utilidade desta técnica na avaliacdo de terapéuticas neuroprotectoras
ou modificadoras do curso da doenca. Nao existe nenhum farmaco, de
momento, que tenha provado ser modificador do curso natural da doenga. No
entanto, varias substincias em experimentacdo animal tém-se revelado muito
promissoras. Noutras patologias, nomeadamente na doenca de Alzheimer,
estudos longitudinais com RM tém sido usados para avaliar a eficacia de
farmacos, e 0 mesmo se passara em futuros ensaios clinicos na DH.

Com conviccdo, pode apenas afirmar-se que quando os sintomas motores da
doenca surgem existe ja acentuada atrofia do ntcleo caudado com reducao do
seu volume na ordem dos 2.58 ml e alargamento do volume ventricular de
9.27 ml. A reducao do volume do caudado inicia-se cerca de 15 anos antes do
claro despontar de sintomas motores e mostra muito estreita variabilidade
entre os individuos doentes. Por sua vez, os ventriculos sofrem alargamento
cerca de 5 anos antes do inicio clinico da doenga, aparentemente uma década
apo6s o inicio do processo de atrofia dos ntcleos caudados. Estes achados
sugerem que as alteracdes longitudinais na volumetria do ntcleo caudado
podem constituir um marcador precoce da doenga, traduzindo as alteragoes
patologicas que este esta a sofrer, muitos anos antes do previsivel inicio dos
sintomas motores.

I.5. A doenga e os doentes

A doenca ndo é mais que a expressdo fenotipica da mutacdo genética. Os
portadores da mutacdo podem ser identificados muito antes do inicio das
manifestacGes clinicas gracas ao teste genético disponivel desde 1993 o que
representa um marco importante na medicina molecular (85). E uma doenca
neurodegenerativa com particular envolvimento dos neurénios estriatais
espiculados de médio tamanho, gabérgicos, e rarefaccdo das camadas V e VI
do cortex cerebral. Estas modificagdes, envolvendo preferencialmente o cortex
pré-frontal e o estriado, vdo originar os deficis progressivos, com
desorganizagdo do movimento voluntario, ocorréncia de movimentos
involuntarios, declinio cognitivo e alteracdes psiquidtricas, com manifesto
reflexo na qualidade de vida dos doentes, e morte prematura.

A sintomatologia motora tem sido exaustivamente estudada e tem recebido
maior atencdo, dada a facilidade de utilizacdo de escalas que permitem uma
avaliacdo semioldgica detalhada e padronizada. Estudos recentes tém-se
focalizado essencialmente na pesquisa de manifestagdes motoras mais subtis e
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de aparecimento precoce nos portadores da mutacao, antes da evidéncia dos
sinais cldssicos que permitem o diagnoéstico clinico de doenga (86).

A manifestagdo major é no entanto, a coreia, definida como movimento
involuntério, ondulante, inesperado que surge ao acaso em diversos grupos
musculares, de inicio distal, progredindo depois para outros segmentos
proximais e axiais. A coreia esta presente durante todo o tempo de vigilia do
doente, ndo tem um padrdo tnico, sendo caracteristico o envolvimento da
musculatura facial, elevacdo das sobrancelhas, enrugar da testa, protusio da
lingua e trejeitos dos labios. Peculiares sdo também os movimentos de
extensdao que envolvem a musculatura dorso lombar, conferindo uma postura
caracteristica ao doente e contribuindo para as dificuldades da marcha.
Durante o curso da doenca podem surgir outros sinais motores: disartria,
disfagia, distonia, alteragdes do tonus, ataxia e sinais piramidais, traduzindo o
envolvimento de multiplas estruturas cerebrais (87).

As manifestagdes psiquidtricas sdao muito frequentes, entre 33 a 76%: a
depressao e a apatia sao comuns, bem como a ansiedade e a irritabilidade que
sdo sintomas dos estadios iniciais e se mantém ao longo da evolucdo da
doenca.

Na literatura é sempre referido o risco de suicidio, aumentado nos estadios
iniciais da doenca e nos portadores assintomaticos. A existéncia de depressao,
o isolamento, a deterioracdo cognitiva inicial (ainda com insight) e a idade
jovem parecem funcionar como factores de risco (88). O suicidio na DH é cinco
vezes mais frequente do que na populagdo geral, existindo um estudo onde os
autores estimam que ao longo do percurso de doenca mais de 25 % dos
afectados tém comportamentos suicidas, isto é fazem pelo menos uma
tentativa de suicidio (89). Por outro lado, contrariamente ao que vulgarmente
se acredita, receber o diagnostico de uma doenca devastadora nao aumenta,
pelo contrario pode mesmo diminuir o risco de cometer suicidio (90).

O declinio cognitivo é das mais marcantes caracteristicas da doenca. E
universal, pode anteceder as outras manifestagdes ou surgir nas fases mais
avancadas. Caracteriza-se por alteragdes nas capacidades visuo-espaciais e por
um sindrome dis-executivo, com incapacidade no planeamento, organizacao e
avaliacao de tarefas, caracteristica das deméncias subcorticais das quais a
deméncia da DH é o paradigma (87).

Falta de iniciativa, deficit de atencdo, alteracio da memoria de trabalho e da
linguagem, esta com fluéncia reduzida e incapacidade na alterndncia entre
categorias semanticas sdo transtornos que tém imenso impacto na capacidade
de comunicagao confinando os doentes ao isolamento (19, 91, 92).
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[.5.1. Outros sintomas da doenga

Toda a investigacdo da doenca tem sido centrada no sistema nervoso central.
No entanto, uma vez que a huntingtina se expressa em todos os tecidos, é
provavel que exerca accao deletéria a nivel desses outros tecidos. Algumas
manifestacdes clinicas, como a acentuada perda de peso e a reducido de massa
muscular nos doentes, tém sido consideradas secundérias a deterioracido
neurolégica. O facto de, por vezes, serem precoces e nem sempre aparecerem
associadas a disfuncdo cerebral, tem vindo a sugerir que resultam do efeito
directo do agente causal, ou seja da accdo da proteina mutada nos tecidos
periféricos. Esta questio tem suscitado enorme interesse porque, a serem
reconhecidas alteracdes periféricas nomeadamente no masculo ou em células
sanguineas, a identificacio de biomarcadores em tecidos mais acessiveis sera
facilitada, o que ajudard na investigacdo e na experimentacdo de novas

terapéuticas (26).

Na realidade, a huntingtina, cuja funcdo ndo estd completamente identificada,
tem uma expressao universal em todos os tecidos e 6rgaos dos mamiferos. De
igual modo, os agregados intranucleares que sdo o marcador patoldgico da
doenca, estdo presentes nos tecidos periféricos dos animais transgénicos.
Outra evidéncia em favor do envolvimento mais sistémico da doenca
demonstrou-se em células isoladas de doentes, nomeadamente mondcitos.
Nestas células, depois de isoladas, a disfuncdo manteve-se mostrando nao ser
consequéncia da alteracdo cerebral mas antes efeito directo da huntingtina
endogenamente expressa (93, 94). Existem, pois, distintas evidéncias que
apontam para um envolvimento multi-6rgao.

Particularmente relevante é a acentuada perda de peso que todos os doentes
desenvolvem ao longo do processo de doenca, apresentando profunda
caquexia nos estadios mais avangados. De acordo com diversos estudos, a
maioria efectuados nos modelos transgénicos, varios tecidos e Orgaos
implicados na regulacdo do peso corporal podem estar afectados na doenca.
No modelo R6/2 de ratinho, um dos modelos mais explorado no estudo da
DH, o ntmero de células produtoras de grelina estd consideravelmente
reduzido no estdmago. A grelina ¢ uma hormona que estimula a ingestao de
alimentos e inibe o consumo de energia. Por esse facto, uma redugdo nesta
hormona poderd contribuir para a perda de peso. O pancreas também pode
estar afectado e, quer os doentes quer os modelos animais desenvolvem
intolerancia a glicose. Nos ratinhos observou-se atrofia dos ilhéus pancreaticos
com inclusdes intranucleares, resultando numa deficiente producdao de
insulina, somatostatina e glucagon. Nos doentes, apesar dos ilhéus
pancredticos serem de tamanho normal, a desregulagdo nos factores de
transcricao nesse local pode estar subjacente a tendéncia para desenvolverem
intolerancia a glicose. Um tnico estudo em modelos transgénicos indica que a
huntingtina mutada pode afectar também o figado (95). Nesse modelo,
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alteracdes transcripcionais nas enzimas do ciclo da ureia levaram a
concentracdes aumentadas de amoénia circulante com consequente
agravamento de lesdo cerebral. Outro marcador da doenca é a reducdo da
massa muscular, sendo os mecanismos subjacentes ainda desconhecidos.
Postula-se que a prépria huntingtina mutada se encontra nos midcitos, sendo
directamente responsdvel pela atrofia muscular (96). Diversas anomalias
periféricas parecem ocorrer independentemente do processo de
degenerescéncia neuronal, no entanto, até ao presente, apenas descritas em
modelos animais. Tais defeitos podem ser consequéncia directa da expressao
da proteina mutada.

O reconhecimento destas alteracdes pode levar a um melhor entendimento da
patogenia da doenca, atendendo a que os tecidos periféricos sio de muito
melhor e mais ficil acessibilidade. Isolar células sanguineas é um processo
pouco invasivo, facilmente realizavel durante a vida dos doentes.

Em conclusao: o fenétipo clinico da doenca tem sido minuciosamente descrito,
existindo suficiente informacdo sobre a correlacdo fendtipo/gendtipo,
particularmente desde que se tornou disponivel o acesso a um teste simples
que pode informar os individuos em risco sobre a sua situagao de portador ou
ndo da mutacdo, isto é da doenga. Por isso, de particular interesse é a avaliacao
regular dos individuos assintométicos que podem, a qualquer momento,
manifestar sintomas e sinais que indiciarao o inicio da doenca.

Nao existe ainda consenso sobre esse momento, uma vez que sé os sintomas
motores sdo perfeitamente objectivaveis. Os sintomas cognitivos e
comportamentais revelam-se de forma insidiosa, tornando insegura a
presuncao de uma data para o seu inicio.

Estdo a decorrer estudos multicentricos dirigidos aos individuos portadores
assintomaticos, isto é aqueles que depois de submetidos a um teste preditivo
viram confirmada a presenca da mutagdo responsavel pela doenca. Estes sdo
alvo de maior investigacdo, que tem como objectivo a identificagdo de bio-
marcadores de doenga, que se pretendem precoces para que os individuos
portadores da mutagdo possam beneficiar o mais cedo possivel de terapéuticas
neuro-protectoras.

1.6. Epidemiologia

A DH é uma doenca rara, no entanto é a mais comum das doencas
autossomicas dominantes do adulto (97). Na maioria das populagdes a
prevaléncia é estdvel, afectando 4 a 10 pessoas por 100.000 habitantes. As
excepgdes existem nas populacdes onde se verifica o efeito fundador, como na
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Tasmania e na Venezuela, na regido do Lago Maracaibo (98). Aqui a
prevaléncia é de cerca de 700 por 100.000 habitantes. Na Tasmania embora os
dados epidemiolégicos ndao sejam recentes verifica-se também uma
prevaléncia de 12 por 100.000, mais elevada que nos restantes paises (99).
Nesta ilha Australiana, Pridmore identificou seis linhas descendentes de uma
s6 mulher que trouxera a doenga para a ilha, perfazendo um total de 765
pessoas em risco para a doenga (99).

No Japao a prevaléncia é muito mais baixa que na Europa e Estados Unidos,
afectando 0.5 por 100.000 ou seja cerca de 10% mais baixa que no mundo
ocidental. A populacao africana tem também uma prevaléncia reduzida (a
auséncia de estudos epidemiolégicos dificulta esta informagdo), no entanto
nas areas onde existe fusao com a populagdo branca a frequéncia é mais alta
(100, 101). Na populacdo branca a incidéncia é mais alta quando comparada
com a populacdo africana ou asidtica, o que € justificado pela ocorréncia mais
frequente nesta populacdo de alelos com repetigdes entre 25 e 35 CAG, alelos
chamados grandes, intermédios que sdo instdveis e como tal passiveis de
originar mutagdes de novo.

Assim sendo, na Europa haverd entre 30.000 a 40.000 pessoas que sofrem de
DH, e cerca de um ntiimero trés vezes superior se considerarmos os individuos
em risco, isto é os familiares de 1° grau dos doentes com doenca manifesta
(97). Pensa-se que havera também uma frequéncia de novas mutacdes entre 1
e3%.

Na populacdo geral o namero de repeti¢des do trinucledtido CAG no gene HD
varia entre 6 e 35. A expansio com repeticbes acima de 40 esta
invariavelmente associada a doenga com penetrancia completa, entre 36 e 39 a
penetrancia é reduzida, e os alelos normais, com ndmero de repetigdes de
trinucle6tidos entre 27 e 35 repeticoes CAG sdo considerados grandes
intermédios, mostrando neste intervalo grande instabilidade, com
possibilidade de na geragdo seguinte se expandirem para o intervalo em que ja
conferem doenga, particularmente se a transmissao se fizer pela linha paterna.
A frequéncia destes alelos intermédios tem sido estimada em 3.9%,
percentagem obtida num estudo de uma populacdo seleccionada e seus
parceiros (102). Mais recentemente, Sequeiros e colaboradores encontraram
uma frequéncia de 7% destes alelos na populacdo portuguesa (103). No
entanto um outro estudo mostrou prevaléncia muito mais baixa, inferior a 1%
(104). Este conceito é relativamente controverso, tém sido reportados alguns
casos raros, em que o fendtipo de doenca se manifestou em individuos que
possuiam um numero de repeticdes no intervalo do alelo intermédio.
Recentemente foram comunicados dois novos casos de doenca com um
namero de repeticdes CAG intermédio. Em ambos o inicio de sintomatologia
foi tardio, desenvolvendo no entanto inquestionaveis sintomas de doenca
(105).
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As razdes para a auséncia de informacdo sobre a real prevaléncia desta
patologia prendem-se com o desconhecimento ainda existente da doenca, com
o facto de que até ha muito pouco tempo o diagndstico era exclusivamente
clinico e, lamentavelmente, com o estigma que esta ainda encerra obrigando a
que familias escondam a sua situacdo (106). Este facto tem dificultado muito a
investigacdo da DH, particularmente no que diz respeito a determinacdo da
sua real prevaléncia.

Na Europa e nos Estados Unidos tem havido algum esforco para realizar
estudos epidemiolégicos que ajustem a prevaléncia da DH (107). Em 2010, o
Parlamento do Reino Unido apelou a Huntington Disease Association britanica
para que apresentasse uma estimativa do ntimero de doentes existentes no
momento actual, ao que a Associacdo respondeu apontando para 124 por
100.000 habitantes (108). Pensamos assim, que a prevaléncia na Europa sera
também um pouco superior ao que habitualmente é reportado. Em Portugal
havera cerca de mil e duzentos doentes com DH, nio existindo até ao
momento nenhum estudo epidemiolégico que suporte estas estimativas.

I.7. Terapéutica

Os agentes depletores e antagonistas dopaminérgicos tém sido o grupo
farmacolégico mais utilizado para o controlo dos movimentos coreicos.
Antidepressivos, antagonistas do glutamato, antiepilépticos e outros farmacos
sdo utilizados na DH para tratamento sintomético. Existem varias publicagdes
sobre o tratamento sintomético da doenca (109, 110) mas nenhum estudo foi
feito com tempo suficientemente longo e em dupla ocultacao de forma a
possibilitar a recomendacao de estratégias terapéuticas. A primeira revisao do
tratamento farmacolégico da DH baseada na evidéncia (revisdo Cochrane),
surgiu em 2006 (111). Nesta revisio foram analisadas 218 publicacoes
referentes a intervencdes farmacolégicas publicadas desde 1965. Destas, s6 20
puderam ser classificadas de nivel 1, 55 nivel 2, 54 de nivel 3, e 89 eram
referentes a casos esporadicos. Os autores concluiram pela existéncia de
alguma evidéncia para o tratamento da coreia com haloperidol ou flufenazina,
menor evidéncia para a utilizagdo da olanzapina, e muito baixa evidéncia na
utilizacdo de farmacos como a amitriptilina, risperidona e olanzapina no
tratamento da depressao e psicose. A conclusdo desta revisdo que analisou 21
estudos de nivel I, ndo permitiu elaborar nenhuma recomendagdo para o
tratamento da DH.

Na dltima revisdo sistematica da literatura pelo grupo Codirane (112) visando
a avaliacdo da eficicia de diferentes intervengdes terapéuticas no controlo
sintomatico da DH, os autores incluiram 22 ensaios clinicos englobando 1.254
participantes. Os estudos avaliados foram de curta duracdo, entre 2 e 80
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semanas, e das varias intervengdes farmacoldgicas avaliadas (anti-
dopaminérgicas, anti-glutamatérgicas e com metabolitos energéticos), apenas
a tetrabenazina demonstrou uma clara eficicia no controlo dos movimentos
coreicos. Todas as restantes terapéuticas nao mostraram qualquer eficécia.

Existe grande expectativa em relacdo a farmacos que possam alterar o curso da
doenga que tenham um efeito neuroprotector. A revisao Cochrane dedicada a
avaliacdo de estratégias neuroprotectoras na DH, identificou oito estudos
duplamente cegos versus placebo com um total de 1.366 pacientes incluidos
(113). O tempo de tratamento foi em média de 52 semanas, e os farmacos
experimentados inclufram a vitamina E, a idebenona, o baclofeno, o
lamotrigénio, a creatina, a ubidecarona/remancemide, o 4cido etil-
eicosapentanoico e o riluzol. A conclusdo desta meta-andlise foi pela
inexisténcia de qualquer efeito neuroprotector exercido por estes firmacos,
embora a sua tolerabilidade e seguranga ndo implicassem riscos.

Nenhuma terapéutica atrasa o curso da doenca. No entanto, estio em
desenvolvimento estratégias cujos alvos sdo outros receptores para além dos
receptores dopaminérgicos, nomeadamente os receptores da adenosina e
canabinoides. Substancias de reconhecidas propriedades antioxidantes,
antiglutamatérgicas e anti-inflamatérias estdo em experimentacdo. Em
particular os canabinoides encontram-se em fase de investigacao nesta, e em
outras doengas neurodegenerativas (114).

A Estimulagdo Cerebral Profunda (Deep Brain Stimulation/DBS) e o
transplante de células fetais sdo procedimentos em fase experimental no
momento presente. A DBS com alvo no globo pélido interno (GPi) esta
indicada no tratamento das discinésias da doenca de Parkinson. Com
fundamento nesta informagdo foi praticada em 2004 a primeira DBS num
doente com DH cujos movimentos involuntarios foram refractarios a
terapéutica médica até ai efectuada (115). Este doente ndo apresentava
alteracbes psiquidtricas ou comportamentais que contra-indicassem a
utilizacdo da DBS. A coreia e distonia melhoraram, melhoria dependente da
frequéncia de estimulagdo. Por outro lado, a bradicinésia agravou com o
aumento dessa frequéncia. Mesmo tendo sido demonstrado que a DBS pode
ser eficaz, a curto prazo, no controlo da coreia, este procedimento ndo pode
ser recomendado por ndo ser possivel prever a sua eficacia a longo prazo
(115).

Varios estudos com nuamero muito reduzido de pacientes, e a titulo
experimental, tém sido feitos com implantes de células fetais colocadas no
putamen e no nucleo caudado. O primeiro implante realizou-se em 1995,
sendo em 1998 publicada uma pequena série de pacientes em que foi utilizado
este procedimento. Estes estudos iniciais sdo de interpretagao dificil, por terem
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muito pequeno nimero de doentes, e ainda, por ndo poderem ser realizados
de forma duplamente cega, versus controlos. E por isso prematuro tirar
qualquer conclusio a propésito do beneficio da utilizagdo de transplantes
celulares (116).

Mais recentemente experimentou-se a estimulacdo magnética transcortical
(EMT) na DH com o objectivo de controlar as alteragcdes motoras da doenca e
testar uma possivel eficacia nas manifestag()es nao motoras desta, como a
depressao e outros sintomas comportamentais (117). O fundamento para a sua
utilizacdo terapéutica reside no facto de a EMT poder limitar o processo de
stress oxidativo induzido pela htt mutada (118), mas estes estudos de
intervencao na excitabilidade do cortex encontram-se ainda em fase inicial.



CAPITULO I
MATERIAL E METODOS

I1.1. Os doentes

Entre Janeiro de 2000 e Maio de 2010 foram observados 185 doentes, ou
familiares em risco, de doentes com diagnoéstico confirmado de DH. Todos
seguiram o mesmo protocolo de avaliacdo e os registos uniformizados foram
recolhidos em base de dados construida para o efeito.

[1.1.1. Metodologia utilizada na Avaliacdo Demografica e Clinica

O Registo Demografico e a caracterizacdo da populacdo foram feitos de acordo
com um protocolo de recolha de dados onde consta:

- Naturalidade;
- Data nascimento;
- Sexo;
- Histéria Familiar - hereditariedade paterna, materna, desconhecida;
- Idade de inicio dos primeiros sintomas;
- Diagnoéstico Genético: Ntimero de repetigdes do trinucleétido CAG, ntimero
de repeti¢des do trinucle6tido CAG no progenitor afectado;
- Caracterizagao do fenétipo clinico;
- Escolaridade em ntimero de anos;
- Hist6ria médica e farmacolégica;
- Co-morbilidades;
- Avaliacao Clinica:
¢ Avaliacao médica geral
e Avaliacao neurolégica
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Foram utilizadas as seguintes escalas:

Unified Huntington’s Disease Rating Scale (UHDRS). A UHDRS é uma escala de
avaliacdo clinica, estandardizada, validada, cobrindo varias componentes da
doenga: a componente motora, cognitiva e psiquidtrica/ comportamental (119)
A avaliacdo é completada por uma escala de independéncia (percentual), uma
escala de Capacidade Funcional Total, e um questionario de avaliagdo de
qualidade de vida Short-Form-36 (SF-36)(120). Depois do exame detalhado,
esta escala ainda contempla um item onde o clinico é confrontado com o seu
grau de confianca ou certeza para o diagnoéstico de DH (119). A UHDRS é um
pormenorizado instrumento utilizado como peca fulcral por todos os grupos
de investigacao.

O score motor total é obtido pelo somatério da pontuacao de 31 itens que
avaliam diferentes sinais motores, nomeadamente os movimentos oculares de
perseguicdo verticais e horizontais, as sacadas oculares sua iniciacio e
velocidade, verticais e horizontais, disartria, protusdo da lingua, movimentos
dos dedos, movimentos de pronacdo supinagdo das maos, teste de Luria,
rigidez, bradicinésia, distonia tronco e membros, coreia da face peribucal e
membros, reflexos posturais e a marcha. A pontuagao nesta escala varia entre
0 e 124, os scores mais altos a indicarem maior compromisso motor.

O estado geral dos participantes é entdo classificado de acordo com a escala de
Shoulson e Fahn (121), traduzindo o grau de incapacidade, e variando entre 0
e 5, 0s scores mais baixos indicando melhor funcionalidade, isto é maior
integridade e preservacdo de fungdes. Esta classificagdo é feita pelo clinico,
integrando a informacdo do paciente e seus familiares e tem em consideragao
a capacidade do doente no desempenho de actividades correntes do dia-a-dia
tais como manter profissdao e emprego, tomar conta de si préprio, gerir as
financas, fazer a sua higiene e alimentacao. Cada categoria é graduada de1a
5. A escala origina 5 estadios de acordo com a severidade da doenca.

Os individuos incluidos sdo considerados sintomaticos quando apresentam
inequivocos sinais motores pontuando acima de quatro pontos na
componente motora da UHDRS.

A componente de avaliacdo comportamental e psiquidtrica da UHDRS inclui
28 itens que quantificam a gravidade e a frequéncia de vérios sintomas
comportamentais. O score de avaliacdo psiquidtrica (122) é obtido pelo
somatorio do produto da frequéncia pela gravidade de 11 diferentes sintomas
psiquiatricos (depressdo, baixa auto-estima, ansiedade, pensamentos suicidas,
agressividade, irritabilidade, comportamentos compulsivos, obsessivos,
alucinagdes, ilusdes e apatia). A avaliacdo é feita nos moldes de entrevista
semi-estruturada, tendo o clinico a flexibilidade de introduzir questdes
adicionais, que ajudem a identificar os sintomas psiquiatricos. O score total
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varia entre 0-176, sendo os scores mais altos indicio de maior compromisso
comportamental. A frequéncia dos sintomas psiquiatricos é graduada de 0 a 4,
zero significando a auséncia de sintoma e quatro a sua existéncia em
permanéncia. A gravidade do sintoma também é pontuada entre zero, sem
qualquer gravidade, e quatro, indicando maior severidade desse sintoma
interferindo na actividade do individuo. Em concordancia com a proposta de
quantificacdo referida por Marder (123) a frequéncia de um sintoma é
multiplicada pela gravidade do mesmo de forma a ser obtido um score
composto.

A escala de capacidade funcional é preenchida através da informacdo do
doente ou do seu acompanhante e consta de um questionario de 25 perguntas
cobrindo diversas tarefas da vida didria, desde a capacidade para manter
profissao remunerada até as tarefas de higiene e alimentagao executadas sem
auxilio. A resposta a este questiondrio é afirmativa ou negativa, pelo que o
maximo de pontuagdo sera 25 pontos, que indicara maior capacidade
funcional. Aplica-se uma outra Escala de Funcionalidade a “Total Functional
Capacity” (TFC), elaborada por Shoulson, Kurlan, Rubin em 1979 (124) que
avalia a capacidade do doente para executar tarefas da vida didria ndo s6
elementares, basicas, como instrumentais. Esta é também uma escala obtida
pela informagdo quer do paciente quer do acompanhante, e varia entre 0 e 13,
o score mais alto traduzindo maior funcionalidade.

A avaliacdo cognitiva é feita através da aplicacdo de trés testes que integram a
componente cognitiva da UHDRS: um teste de fluéncia verbal, que reflecte o
namero de palavras correctas produzidas por minuto (séries de trés), o teste
Simbolo-Digito, que reflecte o namero de itens produzidos em 90 segundos e
o teste de Stroop Color-Word, que reflecte o ntimero de itens correctos na
bateria de interferéncia do Stroop num periodo de 45 segundos (125). Para
todos os trés testes cognitivos, scores mais altos traduzem melhor capacidade
cognitiva.

O teste de Stroop consta de trés elementos: um teste de leitura de palavras,
contabilizadas num intervalo de 45 segundos, quantificando-se o niimero de
palavras que o individuo consegue ler; um teste de nomeacdo de cores
durante o mesmo intervalo de tempo, em que as cores constantes sao o azul, o
vermelho e o verde, e um teste de interferéncia, em que o individuo tem, em
45 segundos, de nomear as cores de palavras com estimulo ambiguo (por
exemplo a palavra azul estd escrita a cor vermelha, tendo o individuo que
inibir a leitura da palavra e dizer o nome da cor em que a palavra esté escrita,
sendo neste exemplo a resposta: vermelho). Este teste pretende avaliar fungdes
executivas, atencao selectiva, flexibilidade cognitiva e velocidade de
processamento.
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E esperado que quanto maior a deterioracdo cognitiva menor o ntmero de
palavras, cores, cor da palavra, sejam proferidas em 45 segundos. Este teste
ndo apresenta uma cotacdo maxima, um tecto de pontuagao. A pontuacdo de
cada sub-prova resulta do somatério do namero de itens que o individuo
consegue ler/dizer. Obtém-se 3 pontuacdes separadas. Estes testes sdo
influenciados pelo nivel de escolaridade do avaliado.

No teste da Fluéncia Verbal Literal, o individuo tera de dizer o maior niimero
de palavras comecadas pela letra P durante 60 segundos, bem como o maior
numero de palavras comecadas pela letra M e pela letra R, durante igual
intervalo de tempo. Tal como o anterior ndo tem uma cotacdo maxima. A
pontuacdo total é a soma do ntmero de palavras que o individuo conseguiu
dizer para as 3 letras. Altamente dependente do nivel de escolaridade do
individuo, é um teste que avalia a fluéncia verbal fonémica, a capacidade em
estabelecer associa¢des verbais. Avalia as estratégias que o doente possui para
evocar palavras que correspondam a letra pedida.

No teste Simbolo-Digito o individuo tem de preencher uma grelha com
algarismos, durante 90 segundos, fazendo a correspondéncia entre
algarismo/simbolo de acordo com a chave de codificagdo presente na folha de
resposta. A pontuagdo corresponde ao nimero de algarismos correctamente
preenchidos. O valor méaximo nesta prova é de 125 pontos. Avalia a
velocidade de processamento visuo-motor, aprendizagem, atencdo e
concentracao.

E esperado que, com a progressio da doenca, o nimero de algarismos que o
individuo é capaz de preencher em 90 segundos va diminuindo
gradualmente. Também ndo tem uma cotagcdo maxima. A pontuacdo de cada
sub-prova obtém-se somando o ntimero de itens que o individuo consegue
ler/dizer. Tem 3 pontuacdes separadas. Estes testes sdo influenciados pelo
nivel de escolaridade do doente.

Utilizou-se o teste Mini Mental Status Examination (MMSE) questiondrio cuja
pontuacdo maxima é de 30 pontos, usado para rastrear défice cognitivo (126).
Avalia cinco dominios: orientagdo temporo-espacial, aten¢gdo, memoria,
linguagem e capacidade visuo-construtiva. Os pontos de corte para a
populacao portuguesa utilizados foram: 22 para 0-2 anos de literacia, 24 para
3-6 anos de literacia e 27 para literacia superior a 7 anos.

Sdo ainda aplicadas duas escalas de avaliagdo de depressdo: a escala de
Hamilton (127) e o “inventario de depressdao de Beck” (128). A escala de
Hamilton consta de um conjunto de perguntas utilizadas para detectar e
identificar a intensidade e gravidade de sinais e sintomas depressivos. Consta
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de 21 itens que cobrem sintomas emocionais, sintomas de culpabilidade,
pensamentos suicidas e perturbagdes somaticas como alteragdes do sono e do
peso. E uma escala para ser aplicada pelo clinico, apresentando uma
pontuacdo maxima de 53 pontos.

O inventario de depressio de Beck é uma escala desenhada em 1961, que
consta de um questionério de auto resposta com 21 itens graduados de 0 a 3,
utilizado como variavel continua ou menos frequentemente utilizado como
corte dicotémico. Estas duas escalas sdo usadas para a avaliacdo da depressao,
e foram aplicadas nos individuos doentes e nos individuos assintomaticos que
realizaram voluntariamente o teste preditivo, ignorando a sua condicao de
serem ou ndo portadores da mutagdo patogénica.

[1.1.2. Tratamento estatistico dos dados recolhidos

[1.1.2.1. Andlise estatistica

Foram calculadas as variagdes absolutas entre a primeira e segunda consulta
para todos os casos em que estavam disponiveis os respectivos valores,
baseando-se a andlise dos objectivos do estudo - isto é, da deterioracdo - no
valor de variacdo absoluta das componentes cognitiva, comportamental e
motora da escala UHDRS.

[1.1.2.2. Andlise descritiva

As varidveis continuas foram descritas nos seus valores minimos, médios,
medianos, maximos e desvio padrao.

Relativamente as varidveis categodricas sdo apresentadas as suas frequéncias
relativas.
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11.1.2.3. Andlise comparativa

As andlises comparativas entre pares de varidveis continuas foram feitas com
recurso ao ajustamento ao cdlculo de Correlagdes de Pearson. Estas
correlagdes foram assim classificadas:

Correlacao p (em valor absoluto)
Nao significativa <0.3

Fraca 203e<05
Moderada >0.5 e<08

Forte >0.8

No caso particular da avaliagdo da relagdo entre o namero de repeticdes CAG
e a idade de aparecimento do primeiro sintoma, foi também ajustado um
modelo de regressao linear. Nas restantes comparacdes foram empregues o
Teste do Qui-quadrado de Pearson, o Teste t de Student para amostras
emparelhadas e os testes nao paramétricos de Kruskal-Wallis e de Friedman,
sendo indicado na apresentagdo dos resultados, ao longo do texto, qual o teste
utilizado em cada caso.

[1.1.2.4. Andlise de sobrevivéndia
Foi calculado o tempo de sobrevivéncia de cada doente estudado como a
diferenca em dias entre a data da primeira consulta e o dia 31 de Dezembro de

2010 ou, para os individuos com 6bito registado, a data de morte. Este tempo
de sobrevivéncia foi entdo estudado através de uma analise de Kaplan-Meier.

11.1.2.5. Nivel de significanda

Foi utilizado um nivel de significAncia de 95%, considerando como
estatisticamente significativos os testes com valores de p inferiores a 0.05.

11.1.3. Valores omissos

Nas datas para as quais estava disponivel apenas o ano assumiu-se como data
exacta o dia 1 de Julho do ano indicado. Nas datas em que o dia é omisso
assumiu-se como data exacta o dia 15 do més indicado.

Nao foi realizada qualquer outra substituicdo de valores omissos.
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[1.1.4. Software

Todas as analises foram realizadas com recurso ao software R 2.12.1.

I.2. Metodologia utilizada na avaliagdo da Qualidade de Vida em doentes com
Doenga de Huntington

A Qualidade de Vida foi avaliada em 23 doentes observados de forma
consecutiva na consulta, encontrando-se em diversos estadios de doenca.
Todos apresentavam um diagnoéstico de DH confirmado por estudo genético.
Foram avaliados de acordo com o protocolo do estudo, e aplicado o
questionario SF-36 como instrumento de avaliagdo da qualidade de vida. O
SE-36 é um questiondrio genérico, auto-administrado, constituido por 36 itens.
Apresenta 8 subdimensdes: funcio fisica (FF), desempenho fisico (DF), dor
fisica (DR), satide em geral (SG), vitalidade (VT), funcdo social (FS),
desempenho emocional (DE) e satde mental (SM). As referidas sub-
dimensdes podem agrupar-se em 2 dimensdes gerais de estado de satude:
fisica (FF, DF, DR e SG) e mental (VT, FS, DE e SM) (120). Cada subdimensao é
cotada de 0 a 100, em que 0 indica problemas extremos e 100 indica auséncia
de problemas. A bateria SF-36 é recomendada como instrumento de escolha
para avaliar qualidade de vida em doentes com DH depois de comparada com
o Sickness Impact Profile, de acordo com Ho e colaboradores (129).

[1.2.1. Andlise estatistica do estudo sobre Qualidade de Vida

A andlise estatistica do estudo foi realizada utilizando o Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) para Windows, versao 17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA). As caracteristicas dos doentes e resultados sdo descritos como média +
desvio-padrao. Calculou-se o coeficiente de Spearman e a regressdao Partial
Least Square para avaliar a relagdo entre UHDRS e SF-36. Construiram-se 2
graficos: o primeiro mostra a comparacdo entre a amostra e a populagdo
portuguesa sem doenca (130), e o segundo mostra a comparagao da amostra
com um estudo de referéncia realizado em doentes com DH por Ho e
colaboradores (129, 130). O valor de significancia estatistica foi considerado
como p <0.05.
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1.3. Metodologia utilizada no estudo da disfun¢do bioenergética nos dbridos de
doentes com Doenc¢a de Huntington

11.3.1. Materiais

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Opti-MEM e RPMI-1640. O
meio de cultura Opti-MEM foi adquirido a GIBCO (Paisley UK). O meio
RPMI-1640, o inibidor da protease (quimostatina, pepstatina A, leupeptina e
antipaina), o acido 3-Nitropropiénico (3-NP), a penicilina/estreptomicina, o
dinucleétido de nicotinamida e adenina (NAD), a tiamina pirofosfato (TPP), a
coenzima A com grupo funcional sulfidrilo (CoASH), o piruvato de sédio, o
malato, a citrato sintase de coragdo de porco, a acetil-CoA, o fosfato do
dinucleétide de nicotinamida e adenine (NADP), a glucose 6-fosfato e a
maleimida foram adquiridos a Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Todos
os outros reagentes foram de preparacao analitica.

11.3.2. Producao de cibridos, cultura e incubagdo com 3-NP

Os cibridos (cytoplasmic hybrid systems - Cyb) foram obtidos através da fusdo
de células humanas de teratrocarcinomas (células rho0 NT2, depletadas de
DNA mitocondrial, adquiridas através de R. H. Swerdlow, da Universidade
de Virginia, Charlottesville, VA, USA), com plaquetas isoladas de seis doentes
com DH confirmada geneticamente (CAG entre 42 e 44), pertencentes as
familias do estudo, e de trés controlos (CTL) emparelhados para a mesma
idade sem qualquer doenca neurolégica. O método foi previamente descrito
por Ferreira e colaboradores em 2010 (131).

A cultura dos cibridos foi realizada em meio Opti-MEM enriquecido com 10%
de soro fetal bovino, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) e
mantido a 37°C em incuba¢do em meio humedecido contendo 95% de ar e 5%
de CO2. As experiéncias foram realizadas nos cibridos apds dois meses de
cultura, tal como previamente descrito (131). Nas experiéncias cujo objectivo
foi a inibicdo da glicélise, o meio de cultura utilizado, Opti-MEM, foi
substituido pelo meio RPMI com e sem glicose. Realizaram-se também
experiéncias adicionando 2 ng/ml de oligomicina ao meio com ou sem glicose,
com o objectivo de inibir a sintese mitocondrial de ATP. Noutro conjunto de
experiéncias adicionou-se ao RPMI sem glicose, um suplemento de 2 mM de
2-desoxy-Dglucose (+2-DOG), um inibidor competitivo do metabolismo da
glicose (132), mantendo-se as células neste meio durante as 8 horas que
precederam as experiéncias. Posteriormente, para avaliar a importancia do
metabolismo glicolitico, realizaram-se experiéncias enriquecendo o meio
RPMI sem glicose e com 2-DOG, com 10 mM de piruvato (2-DOG +Pir), a fim
de estimular directamente a mitocondria.
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Os cibridos foram colocados em cAmaras ou frascos, em concentragiao celular
de 0.06 x 106 células /cm2, no dia anterior a experiéncia, de forma a permitir a
confluéncia desejada. As células foram ainda incubadas em meios de cultura
com ou sem 3-NP (0.1, 1 ou 10 mM) durante 24 horas, ou na presenga ou
auséncia de inibidores metabélicos durante um periodo de 8 horas, tal como
esta referido nas legendas das figuras onde os resultados sao apresentados.

[1.3.3. Quantificacdo do ATP e Fosfocreatina

O ATP foi quantificado em extractos celulares preparados de acordo com a
metodologia descrita por Ferreira e colaboradores (133). A quantificagdo foi
feita por cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC) com deteccdo a 254
nm, tal como previamente descrito por Stocchi (134). Nesta amostra ndo foram
detectaveis concentragdes de ADP e AMP. A identificagdo do pico foi
determinada através do tempo de retengdo comparado com o padrdo e a
quantidade de ATP avaliada usando uma curva padrao.

As mesmas amostras foram usadas para determinar os niveis intracelulares de
fosfocreatina, acompanhando a reducdo do NADP+ a 340 nm, de acordo com
o método previamente descrito por Heinz and Weiler em 1985 (135).
Apresentam-se os resultados em pmol de fosfocreatina ou ATP por miligrama
de proteina convertidos em percentagem dos controlos.

[1.3.4. Determinacdo do piruvato e lactatointracelular

A preparacdo das células e a determina¢ao do lactato e piruvato foi feita de
acordo com o método descrito por Ferreira e colaboradores (133). Os
resultados do contetido em lactato e piruvato sio apresentados em pmol/mg
de proteina e sdo expressos na razdo lactato / piruvato.

11.3.5. Quantificacdo da relagdo NADH/NAD total mitocondrial

A fracgao mitocondrial foi obtida por centrifugagao de acordo com o método
descrito por Ferreira e colaboradores (133) e a quantificacdo da proteina feita
utilizando o método de Bradford, sendo os resultados normalizados em
pmol/ por mg proteina e apresentados através da razao NADH/NAD.
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11.3.6. Actividade das enzimas do cido tricarboxilico

As actividades da piruvato, alfa-cetoglutarato e malato desidrogenase foram
medidas de acordo com o método previamente descrito por Zhou em 2008
(136). A actividade enzimatica foi determinada por espectrofotometria,
seguindo a velocidade de formacdo do NADH a 340nm, tal como descrito por
Ferreira e colaboradores (133) e os resultados apresentados em unidades de
absorvancia por minuto por miligrama de proteina.

11.3.7. Determinagdo da actividade da glicose-6-fosfato desidrogenase

A actividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi determinada de
acordo com o método descrito por Choo em 2005 (137). A producdo de
NADPH foi monitorizada de forma continua a 340 nm e a actividade
calculada em unidades de absorvancia por minuto por miligrama de proteina.

11.3.8. Determinacdo das concentragdes de aspartato, glutamato, glutamina e alanina

Os niveis mitocondriais dos aminoacidos aspartato, glutamato, glutamina e
alanina, foram quantificados nas fracgdes mitocondriais separadas de acordo
com a metodologia descrita por Ferreira e colaboradores (133). Estes
aminodcidos foram detectados como derivados fluorescentes apods
derivatizacdo com  o-ftaldeido/2-mercaptoetanol = (OPA/MCE). As
concentragdes dos aminoacidos foram determinadas comparando com os
picos de aminoécidos padrao, e expressas em nanomol por mg de proteina tal
como descrito por Ferreira e colaboradores (133).

Analise estatistica

Os resultados sao expressos como a média *+ desvio padrdo do ntmero de
experiéncias indicadas nas legendas das respectivas Figuras onde estdo
apresentados. A comparacdo entre multiplos grupos foi realizada com a
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste Bonferroni para comparagao
entre grupos experimentais. O Teste t de Student também foi realizado
quando da comparacdo entre duas populagdes Gaussianas. Considerou-se
significancia para p <0.05.



CAPITULO 1lI
RESULTADOS

Trata-se de um estudo prospectivo observacional, longitudinal (dados
colhidos nos doentes em dois momentos distanciados de 12 meses) e
transversal dos doentes e dos individuos em risco para a doenga que
realizaram um teste preditivo ignorando a sua condigdo de portadores ou nao
da mutacdo patogénica.

I1l.1. Caracterizagao dos doentes

[11.1.1. Dados sociodemograficos

Foram observados 185 doentes e seus familiares relativos em primeiro grau,
isto é, que partilham 50 % dos seus genes ou distam entre si uma meiose. Tém
avaliagdo com seguimento de pelo menos um ano 168 individuos, e é este o
namero da amostra aqui tratada.

Em 16 doentes o diagnéstico de DH nao foi confirmado apesar de
clinicamente reunirem critérios que o sugeriam. Viriam a demonstrar outras
patologias nas quais a existéncia de coreia ou outros sinais motores
apontavam inicialmente para aquele diagndstico.

Nesta populacido apenas trés individuos sdo de origem africana (1.8 %) sendo
os restantes caucasbides. A distribuicio ¢é relativamente homogénea,
verificando-se um ligeiro predominio do sexo feminino com 91 elementos
(54.2%) para 77 do sexo masculino (45.8 %) como se vé na Figura 1. A idade
média dos individuos é de 49.6£16.7, sendo na maioria casados (70.5%). A
distribuicdo por estado civil mostra-se na Figura 2. A doenca é clinicamente
manifesta em 94 doentes. Em risco para a desenvolver foram observados 74
individuos, dos quais 48 tiveram um teste negativo e 26 viram confirmada a
mutagao depois de realizado o teste genético preditivo (Figura 3).
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Figura 1: Distribui¢do dos individuos por sexo. Dos 168 individuos 91 sio do sexo feminino e 77
do sexo masculino.
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Figura 2: Estado civil da populacao global.
Verifica-se que 70.5% dos individuos sdo casados e 19.5% sdo solteiros.
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Figura 3: Distribuicao por tipo de diagnéstico: 94 doentes e 74 individuos em risco (sendo
o teste preditivo positivo em 26 e negativo em 48 individuos).
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111.1.2. Populagao total

Em relacdo a sua proveniéncia a populacao distribui-se um pouco por todo
o pais com maior nimero de doentes do distrito de Coimbra, traduzindo

apenas a zona de influéncia do Hospital (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo Geografica da populacio do estudo

Distrit Frequéndi Percentagem Percentagem
P equenda Valida Cumulativa
23

Aveiro

Beja
Castelo Branco
Coimbra 75
Guarda 12
Leiria

Lisboa 3

Porto

Santarém 12
Settibal 1
Viseu 11

13,7
12
2,4
44,6
71
4,8
18
6
71
,6
6,5
100,0

24,4
26,8
71,4
78,6
83,3
85,1
85,7
92,9
93,5
100,0

Na populagao referida nao se encontrou nenhuma particular distribuicao
geogréfica para além de alguns nichos correspondentes a aglomerados de
familias em que é possivel encontrar um fundador comum. Assim,
encontramos um nicho perto de Coimbra (S. Frutuoso) com cerca de 18
elementos pertencentes a trés familias que apresentam ligacdo entre si, outro
com 8 elementos em Oliveira de Azeméis e um terceiro com 7 elementos em
Seia. Os restantes casos tém origem um pouco dispersa por toda a regiao
centro do pais. A maioria dos doentes desta amostra é natural do distrito de

Coimbra (44.6 %).
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Tabela 2: Distribuicdo dos doentes por classes profissionais

Operadores Inst. Industriais, Condutores, Montadores 20
Trabalhadores Nao Qualif. da Agric., Indtst., Comérc., Serv. 20
Profissdes Intelectuais e Cientificas 17

16
Empregados Administrativos 13
Trabalhadores da Agricultura e Pesca

Trabalhadores de Produgdo Industrial e Artesdos

7
6
Reformados [
Desempregados [
 Profissoes Tecnicas Intermedios [
| Corpos Legislativos, Quadros Dirigentes FP e Empresas |
I T S 171

I11.1.3. Escolaridade
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As diversas classes profissionais desta populagdo estdo representadas na
Tabela 2. Cerca de quarenta individuos nado tém profissdo constante e 8 foram
reformados ou perderam o emprego por questdes relacionadas com a doenca.

%
16.5
16.5
14.0
13.2
10.7

5.8
5.0
4.1
25
25
1.7

Em relacdo ao nimero de anos de escolaridade, 64% tem entre quatro e nove
anos, 6.8% ndo tem qualquer alfabetizacdo ndo tendo sequer frequentado a
escola, 17.5% frequentou o secundério e apenas11.7% tem acima de 12 anos de
escolaridade (Figura 4).

Figura 4: Distribuicdo dos individuos por nivel de escolaridade. Verifica-se que existem 6.8%

de analfabetos e 64% tém entre 4 e 6 anos de alfabetiza¢do. Cerca de 12% frequentou um curso
superior.
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111.1.4. Patologias associadas

A existéncia de comorbilidades esta exposta na Tabela 3, sendo a patologia
respiratéria (33%) e a hipertensdo arterial (18.2%) as que se associam com
maior frequéncia. A diabetes tipo 1 esta presente em 6.1 % dos individuos, os
quais fazem terapéutica especifica. S6 em 33 dos 94 doentes existem
comorbilidades assinalaveis.

Tabela 3: Prevaléncia de outras patologias

Respiratéria
Vascular
Alcoolismo

Ocular

I11.2. Caracterizagao da Doenga

O diagnéstico clinico foi confirmado em quase todos os doentes por teste
genético molecular (97%); em 3% o teste ndo foi efectuado por se tratar de
doentes em estadio avancado com longo periodo de follow-up tendo sido
considerada desnecesséria a sua realizacao.

Assim, o resultado do diagnéstico molecular veio confirmar a doenga em 71%
de individuos, quer num estadio pré-sintomético quer ja em fase de doenca.
Apresenta-se o diagnoéstico final na Figura 5, onde est4 representada a amostra
do estudo de acordo com o resultado do teste molecular, com 120 individuos
com DH (71 %), isto é portadores de um alelo expandido contendo um
namero de repeti¢des do nucledtido CAG igual ou superior a 36. Em 29 % de
individuos a mutacdao nao se confirmou sendo por isso saudéveis. Um caso foi
considerado borderline porque apresenta um alelo normal de grande tamanho,
dito alelo intermédio, com 28 repeticbes CAG (reconhecidamente instavel
podendo originar novas mutagdes).
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Figura 5: Distribuicdo dos individuos por diagndstico. Em 120 individuos a mutacgio foi
confirmada, sendo 94 doentes e 26 portadores assintomaticos (70.5% da amostra). Em 48
individuos a mutagdo néo se confirmou sendo por isso saudaveis (29% da amostra).
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Aplicadas as escalas de funcionalidade a populagiao doente, verifica-se que os
94 doentes se distribuem pelos cinco estadios de gravidade da doenga. De
acordo com a escala de Shoulson e Fahn, s6 17% se encontram no estadio 1, isto
é com total capacidade para o exercicio da sua profissdo, gerir finangas,
realizar sem apoio as actividades da vida didria. Outros 17% estao no estadio 2
o que denota reducao na normal actividade profissional e discreta limitagdo na
gestdo financeira, estando preservada a independéncia nas actividades da vida
diaria. Verifica-se que mais de 60% dos doentes estdo no estadio 3 e 4,
traduzindo incapacidade no exercicio regular da profissao, necessidade de
apoio na gestdo financeira e o inicio da perda de independéncia e autonomia
para as tarefas de sobrevivéncia (alimentacdo, higiene). No estadio 5,
severamente incapacitados com dependéncia em todas as actividades da vida
diaria, encontram-se 6.4% dos doentes. Todos os doentes no estadio 5 e cerca
de metade dos que se encontram no estadio 4 estdo institucionalizados,
necessitando de apoio em todas as tarefas da vida didria. A distribuicao por
estadios encontra-se representada na Figura 6.
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Figura 6: Distribuicio dos doentes por estadio de funcionalidade, de acordo com a escala de
Shoulson e Fahn. Cerca de 60% encontram-se nos estadios 3 e 4, o que significa que se encontram
mediana a moderadamente incapacitados para as actividades da vida didria e com moderada a
marcada incapacidade de gestdo de tarefas domésticas.
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lll. 3. Diagndstico genético

Na Figura 7 apresentamos a distribuicio de repeticdes CAG no maior alelo
ap0s realizacdo de teste genético. Assim, e considerando o tamanho do alelo
expandido, classificamos os alelos em classe 1, alelos normais contendo até 26
repeticdes CAG, classe 2, alelos normais grandes contendo entre 27 e 35
repetigdes, classe 3, entre 36 - 39 repeticdes, estes de penetrancia incompleta, e
por ultimo alelos de classe 4, de penetrancia completa, com um namero de
repeticdes CAG superior a 40. Verifica-se que 34 % de doentes e 4.5 % de
individuos preditivos positivos tém um alelo classe 3, isto é um alelo de
penetrancia reduzida, com um ntimero de repeticdes CAG entre 36 e 39, todos
os restantes tém alelos de penetrancia completa (Figura 8). Existem cinco
individuos que possuem um alelo grande, normal, classe 2 com 28 repetigdes.
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Figura 7: Classificacdo dos alelos de acordo com o nimero de repeticoes CAG em toda a
populacgdo do estudo. Alelos normais até 26 repeticdes CAG, alelos normais grandes entre 27 e 35
repeticdes CAG, alelos expandidos de penetrancia reduzida entre 36-39, e de penetrancia completa
acima de 40 repetigdes CAG.
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Figura 8: Distribuicdo dos individuos doentes e preditivos positivos de acordo com o
tamanho do alelo expandido. Alelos de classe 2 normais de grande tamanho existem em 4.5% dos
22 preditivos positivos, alelos classe 3 expandidos de penetrancia incompleta existem em 3.4 dos
doentes e 4.5 dos individuos preditivos positivos, e alelos de penetrancia completa existem em
96.6% dos doentes e 90.9% dos individuos preditivos positivos.
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Nos doentes o tamanho do alelo expandido encontra-se entre 38 e 80
repeticdes CAG (média 43.5 £4.6). O alelo normal tem entre 14 e 32 repeticoes
(média 18.4 + 3.4). Dos individuos assintométicos que efectuaram um teste
preditivo, 26 possuem um alelo expandido cujo nimero de repeticdes se
localiza entre 36 e 48 (média 42,9 + 2.6) sendo pois portadores da mutacdo
patogénica. Em 48 individuos em risco a doenca tera sido definitivamente
afastada, apresentando alelos de tamanho normal, o maior entre 12-28 e o
menor alelo entre 9-24 repeticdes CAG.

Obviamente, no que diz respeito ao ntimero de repeticdes CAG, observa-se a
existéncia de diferencas significativas entre os trés grupos (Teste de Kruskal-
Wallis: p <0.001) com os individuos com diagnoéstico preditivo negativo a
apresentarem valores bastante inferiores aos dos outros dois grupos que
apresentam distribuicdes de valores aproximadas (Figura 9 e Tabelas 4 e 5).
Nao se registam diferencas relativamente ao tamanho do alelo normal.
Comparando o namero de repeticdes CAG entre os individuos doentes e os
individuos que fizeram o teste preditivo e sdo positivos, ndo se registam
diferencas significativas entre os dois grupos. Ao compararmos os individuos
preditivos negativos com os preditivos positivos, observa-se a esperada
diferenca na expansdo do alelo com a mutacdo que confere a doenca, nao
existindo qualquer diferenca no tamanho do alelo normal (Figura 10).
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Figura 9: Comparacio do nimero de repeticdes CAG por tipo de diagnodstico. Verifica-se nio
existir diferenca entre o nimero de repeticoes CAG nos individuos que realizaram o teste preditivo
e este foi positivo e o nimero de repeti¢cdes CAG nos individuos doentes.
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Tabela 4 e 5: Numero de repeticées CAG por tipo de diagndstico

Maior Alelo
Diagnostico: Diagnéstico: Diagnostico:
Pred. Negativo Pred. Positivo Doente

Média
Max.
Desv. Pad.
p-value

Alelo Norma
Diagnéstico: Diagnéstico: Diagnéstico:
Pred. Negativo Pred. Positivo Doente
9.0

17.0 17.5 17.0
17.0 18.9 184
24.0 36.0 32.0
27 36.0 32.0
0.077

Verifica-se que o valor médio da expansdao CAG é de 43.5 repeticdes nos
individuos doentes e de 42.9 repeticdes CAG nos individuos preditivos
positivos, ndo existindo diferenca significativa entre estes dois grupos. O alelo
nao expandido tem um valor médio de 17 CAG para os individuos preditivos
negativos, 189 para os individuos preditivos positivos, e 184 para os
individuos doentes, ndo existindo diferenca entre os 3 grupos.
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Figura 10: Nimero de repeticbes CAG nos individuos preditivos negativos e preditivos
positivos. O tamanho do alelo normal ndo diverge nos dois grupos, preditivos positivos e preditivos

negativos.
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I11.3.1. Forma de Transmissao

Em 76 individuos a transmissao foi por via paterna (46.9%) e em 74 materna
(45%). Em 13 individuos (8.1%) ndo foi possivel determinar a via de
transmissdo apesar de conhecidos os progenitores. Nesta amostra nado se
registam diferencas significativas entre transmissdo paterna ou materna (teste
de Qui-quadrado de Pearson: p=0.823) como se mostra na Figura 11.
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Figura 11: Distribui¢do dos individuos doentes e preditivos positivos de acordo com a via de
transmissdao da expansio de repeticbes CAG. Em 46% a transmissdo foi paterna, em 45%
materna e em 8% nao foi possivel determina-la.

Do mesmo modo ndo se observam diferencas no que respeita ao tamanho
da expansio do trinucleétido CAG e a via de transmissdo (teste de
Kruskal-Wallis), como esta representado na Figura 12.

Maior alelo
p=0.318

a0-

0=

fa]
=]
|

Repetigiies CAG
[8;]
[=]
1

m

30-

20-

Desconhece —
hatemna -
Patermna—

Via de transmissio

Figura 12: Numero de repeticbes CAG de acordo com a via de transmissdo. Verifica-se nédo
existir diferenca quanto ao tamanho de expansdo CAG e a heranga matema ou paterna.
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Na pesquisa de uma eventual uniformidade no ntimero de repeticdes CAG no
maior alelo entre membros da mesma familia, procedeu-se a analise
comparativa dentro das familias para as quais estavam disponiveis pelo
menos 3 contagens de repeticdes CAG (Tabela 6 e Figura 13). A existéncia de
diferencas significativas entre familias (Teste de Kruskal-Wallis: p=0.001) pode
ser interpretada como a indicacdo de que a distribui¢do do ntmero de
repeticdes CAG dentro de cada familia ndo é aleatéria, podendo por isso
dizer-se que ha uma componente familiar significativa no namero de
repeti¢cdes apresentado por cada doente. No entanto, o ntimero relativamente
reduzido de elementos analisados em cada familia (frequentemente apenas
trés) e a relativa variabilidade encontrada mesmo dentro de cada familia

obrigam a alguma prudéncia na interpretacdo destes resultados.

Tabela 6: Numero de repeticoes CAG no alelo expandido, por familia. Referente a 14 familias
onde existem pelo menos 3 individuos afectados. As familias estdo codificadas pelas iniciais do

nome de familia

Repeticoes CAG

F1 F2 N1 M2

Min. 400 410 390 400 420 41.0 440 41.0 390 460 410 420 420 440

WIEsEENEE 41.0 430 41.0 430 440 420 440 440 410 46.0 430 430 430 440

el 41.0 430 408 426 437 417 463 43.0 405 463 447 440 43.0 440

Max. 420 450 430 440 450 420 480 440 41.0 470 500 470 440 440

Desv. Pad. i) 16 13 17 15 06 23 17 08 06 47 18 08 0.0
0.001

Verifica-se que, em relacdo ao progenitor, a maior expansao ocorre na familia
P1, em que o pai com 41 repeticdes originou um descendente com 50
repeticdes CAG. Nas restantes familias a expansido nao excedeu as 4 repeti¢des
e em nenhuma situacgao se verificou a contrac¢ao do alelo.
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Figura 13: Distribuicido do nimero de repeticoes CAG no maior alelo por familias,
codificadas pelas iniciais do nome de familia.
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111.4. Caracterizagao da populacao total

A idade aquando da primeira consulta é significativamente diferente (p
<0.001) entre tipos de diagnéstico, com os individuos preditivos positivos a
apresentarem a idade média mais baixa (31 anos), seguindo-se-lhes os
individuos preditivos negativos (39 anos) e os individuos com diagnéstico de
DH (53 anos). Esse resultado é apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Idade média na primeira consulta. Os individuos preditivos positivos apresentam uma
idade média na 12 consulta significativamente mais baixa em rela¢do aos outros dois grupos

Min. 19.0 18.0 17.0
Mediana 37.0 29.5 53.0
Média 38.8 314 53.3
Maéx. 62.0 49.0 86.0
Desv. Padrdo 13.9 94 14.7
<0.001

I11.4.1. Idade do primeiro sintoma

Os primeiros sintomas surgem em média por volta dos 45 anos nos individuos
com diagnéstico de DH, o que se mostra na Tabela 8. De esclarecer que se
considera o inicio da doenga quando surgem inequivocos sinais motores, e
que originem um score na UHDRS/componente motora superior a 4 pontos.
Verificamos que, nesta amostra, a idade de inicio variou entre os 18 e os 81
anos, o que se mostra na Tabela 8.
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Tabela 8: Idade de aparecimento do primeiro sintoma nos individuos doentes

Idade (anos)

Doente

18.0
40.0
45.0
81.0
15.2

Considerando a idade de inicio inferior a 20 anos, isto é as formas juvenis de
doenga, existem apenas 8 individuos (7%), enquanto as formas tardias, com
inicio depois dos 60 anos representam 17%, correspondendo a 16 individuos
(Figura 14). As formas juvenis manifestam-se inicialmente por sintomas
emocionais ou comportamentais, enquanto as apresentagdes tardias surgem
sobretudo com sintomas motores.

100% -
0% - 76.1%

B0% =

Deentes

A0% —

0% 17 4%
B 5%

0% -
Juvlam\ Tarldia Oultra
Forma (n=82)
Figura 14: Frequéncia de apresentacdo das formas juvenis (inicio abaixo dos 20 anos) e
tardias (inicio acima dos 60 anos).
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Os individuos com formas juvenis de DH apresentam um ntmero de
repeticdes CAG significativamente superior ao dos restantes individuos
doentes e preditivos positivos (Teste de Kruskal-Wallis: p=0.002) como se vé
na Figura 15.

Verifica-se a existéncia de um individuo com 80 repeticdes CAG, sendo o valor
mais elevado desta amostra, correspondendo também ao individuo com inicio
mais precoce de sintomatologia (cerca dos 18 anos de idade).
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p=0.002
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Figura 15: Comparacio do nimero de repeticdoes CAG entre os individuos com forma juvenil
de DH e os restantes individuos doentes.
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Nos individuos com diagnéstico confirmado de DH regista-se uma forte
relagdo linear (Idade=255.3-4.866 x repeticoes CAG, p <0.001, R?>=45.9%) entre
o namero de repeticdes CAG no maior alelo e a idade de aparecimento do
primeiro sintoma, com o aumento do ntmero de repeticdes CAG associado a
mais baixa idade de aparecimento de sintomas (Figura 16).

g0-
0=
60—

50-

Idade (anos)

40-
30-

20-
| | | I I

I
40 42 44 15 43 a0

Repetigbes CAG no maior alelo
Figura 16: Idade de aparecimento do primeiro sintoma vs. repeticoes CAG no maior alelo nos

individuos doentes. Verifica-se que quanto maior o nimero de repeticdes CAG mais precoce é o
inicio dos sintomas.

Nao se observa qualquer relacdo entre o nimero de repeticdes CAG no alelo
normal e a idade de aparecimento do primeiro sintoma (Figura 17).
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Figura 17: Idade de aparecimento do primeiro sintoma vs repeticoes CAG no alelo normal
nos individuos doentes. Verifica-se nio existir relacdo no tamanho deste alelo e a idade de inicio

dos sintomas.
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O modelo ajustado sugere, assim, que o aumento em uma unidade no niimero
de repeticoes faz prever uma antecipacdo em cerca de 5 anos na apresentagao
do primeiro sintoma (correspondente ao declive da recta ajustada que é de -
4.866 como indicado na respectiva equacao). Registe-se, no entanto, que no
modelo ajustado o ntmero de repeticoes CAG no maior alelo explica apenas
cerca de 46% (R? ajustado=45.9%) da variabilidade observada na idade de
aparecimento do primeiro sintoma, ainda que a relacao entre as duas variaveis
seja muito significativa (p <0.001). Dado o cardcter extremo do valor, optou-se
por se retirar da analise o individuo com ntimero de repeticées CAG igual a
80. Nao se observa qualquer relacdo entre o niimero de repeticdes CAG no
alelo normal e a idade de aparecimento do primeiro sintoma (Figura 17); a
inclusdo desta contagem no modelo acima apresentado traz um aumento de
apenas 1.7 % ao valor preditivo do mesmo.

Calculando a Correlagcdo de Pearson entre a idade de aparecimento do
primeiro sintoma e o niumero de repeticbes CAG no maior alelo, observa-se
que a mesma € negativa e de intensidade moderada a forte (p=-0.683) e muito
significativa (p <0.001) o que vem de encontro ao observado no ajustamento
do modelo linear acima referido (Tabela 9).

Tabela 9: Correlacdo entre a idade de aparecimento do primeiro sintoma e o nimero de
repeticdes CAG no alelo expandido nos individuos doentes

Repeticoes CAG

Min. 19.0 39.0
Mediana 42.0 43.0
Média 45.6 43.1
Max. 81.0 50.0
Desv. Padrdo 15.1 23
-0.682
<0.001

Nao se registam diferencas estatisticamente significativas no tipo de primeiro
sintoma apresentado em fungao do nivel de escolaridade (Figura 18).
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Figura 18: Caracteristicas do primeiro sintoma (motor, cognitivo ou comportamental) por
nivel de escolaridade. Verifica-se que o nivel de alfabetizacdo nio influencia o tipo de sintoma
inicial.

[11.4.2. Mortalidade

Ao longo deste periodo de observagao e seguimento em consulta faleceram 28
doentes. As principais causas de morte foram infec¢des respiratdrias,
traumatismos cranianos com lesio encefalica em sequéncia de quedas e
caquexia. Nao se verificou, nesta série, nenhum suicidio. O tempo de duragao
de doenca entre a data do diagnéstico e a morte foi de cerca de 15 anos.

Nao se registaram 6bitos suficientes para que pudesse ser estimado o tempo
mediano de sobrevivéncia, tendo-se no entanto tracado a respectiva curva de
Kaplan-Meier (Figura 19). A partir destes dados é possivel analisar a
proporcao de doentes sobreviventes ao longo do tempo apds a primeira
consulta. Observa-se que, dois anos apds a consulta inicial, a percentagem de
doentes sobreviventes é de aproximadamente 84%, baixando para cerca de
60% ao fim de 5 anos.
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Figura 19: Curva de Kaplan-Meier e respectivo intervalo de confianca a 95% (tracejado)
para a sobrevivéncia dos individuos doentes. Estima-se que nos dois anos apds a primeira
consulta 85% dos doentes estejam vivos.

[11.4.3. Avaliacdo Global dosindividuos

A avaliacdo global dos individuos doentes, em cada uma das consultas é
resumida nas Tabelas 10 e 11.

Foi calculada para cada doente a variagdo em termos absolutos nos swres das
varias componentes avaliadas. Essas variacdes foram empregues na
comparacao da evolugao dos doentes no seu todo entre os dois momentos de
avaliacdo, tendo-se registado diferencas significativas entre consultas nos
valores das componentes motora, funcionalidade e capacidade funcional total
da escala UHDRS (Teste t de Student para amostras emparelhadas: p=0.007, p
<0.001 e p <0.001, respectivamente), bem como nos valores da escala Mini-
Mental State (MMSE) e da escala de Beck (Teste t de Student para amostras
emparelhadas: p=0.042 e p=0.007, representado nas Figuras 20 a 22). Destaca-
se a auséncia de diferencas significativas nas capacidades comportamentais e
cognitivas dos individuos entre as duas consultas (Teste t de Student para
amostras emparelhadas: p=0.877 e p =0.819).
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Tabela 10: Avaliagdo motora e neuropsicoldgica dos individuos doentes na 12 Consulta

Motor Comport. Cognit. Func. TFC Indep.
Min. 00 00 20 00 00 10.0
Mediana 31.0 17.0 133.0 21.0 12.0 90.0
Média 31.9 19.3 1407 181 91 781
Méx. 116.0 52.0 349.0 25.0 13.0 100.0
Desv. Padrio 26.1 125 89.8 82 46 251

MMSE Beck Hamilton

Min. 0.0 00 0.0
Mediana 26.0 13.5 13.0
Meédia 22,6 13.8 121
Max. 30.0 43.0 45.0
Desv. Padrao 84 95 73

Na Tabela 10 representa-se a média da pontuacdo obtida em cada escala
aplicada a totalidade dos doentes na primeira observacado. Verifica-se que o
valor médio do score motor é de 31.9 pontos, o que traduz um moderado
compromisso motor. Quanto a capacidade funcional, o valor médio dos scores
apresentados nesta observagdo é de 18.1, sendo o total desta escala 25,
pontuacdo que corresponde a uma funcionalidade plena. Em relacio a
avaliacao pelo MMS verificamos que o valor médio deste teste é de 22.6 num
total de 30 pontos.

Tabela 11: Avaliacdo motora e neuropsicoldgica dos individuos doentes na 22 Consulta:
intervalo de 12 meses

UHDRS UHDRS UHDRS UHDRS UHDRS UHDRS
Motor Comport. Cognit. Indep. Func. TFC
Min. 0.0 0.0 18.0 10.0 0.0 0.0
Mediana 38.0 18.0 1470 80.0 19.5 8.0
Média 38.0 20.0 1552 74.2 16.2 77

Max. 106.0 54.0 349.0 100.0 25.0 13.0
Desv. Padrdo 26.1 13.3 91.7 24.0 8.7 48

NivisE

Min. 0.0 0.0 0.0
Mediana 20.0 11.0 11.0
Média 19.2 12.9 11.5
Max. 30.0 34.0 45.0
Desv. Padido 10.2 98 79

Na Tabela 11 estdo representados os valores médios da pontuacdo obtida em
cada escala na segunda observacdo, distando 12 meses da primeira.
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Tabela 12: Varia¢des entre consultas: intervalo de 12 meses

Motor Comport. Cognit. TFC Func. Indep.
Min. -16.0 -21.0 -40.0 9.0 -13.0 -40.0
Mediana 10 0.0 00 0.0 0.0 00
Meédia 25 -02 -0.7 -11 -16 =27
Max. 33.0 28.0 36.0 30 50 75.0

Desv. Padrdo 86 91 16.3 21 31 14.4

v

Min. -26.0 -19.0 -15.0
Mediana -1.0 -05 0.0
Média -26 -1.7 -15
Max. 40 13.0 8.0
Desv. Padrdo 45 55 47

Na Tabela 12 representa-se a variagdo da pontuacdo em todas as escalas
aplicadas com intervalo de um ano. Traduz pois a evolucdo da doenca. Os
doentes aqui avaliados (n = 86) encontravam-se num estadio 3 e 4 na primeira
avaliacdo. Verificamos que em média, por ano, o agravamento motor é de 2.5
pontos e o MMS declina 2.6 pontos. No entanto existem varia¢des individuais
muito marcadas. Refira-se, por exemplo, a existéncia de um individuo que
agravou 33 pontos na pontuacdo da escala motora no 2° ano de avaliagao.
Observamos que praticamente ndo existem variagdes nas médias das
pontuagdes das escalas comportamentais e cognitivas.
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Figura 20: Variacdes da UHDRS entre duas consultas: intervalo de um ano na avaliagio global
dos doentes. Verifica-se que existem diferengas significativas nos valores da componente motora.
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Figura 21: Variacdes de pontuacdes entre duas consultas: intervalo de um ano na avaliagao
global dos individuos doentes. Verifica-se que existem diferencgas significativas nos valores do
(MMSE) e escala de Beck.
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Figura 22: Variacdes da UHDRS entre consultas: intervalo de um ano na avaliacao global
dos individuos. Verifica-se diferenca significativa nos valores da TFC e de funcionalidade.
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111.4.4. Avaliagao UHDRS - Componente motora

A maior parte dos sintomas motores estdo presentes na 1% consulta e com
pontuagdes iguais ou superiores a dois, com excepcdes notaveis da distonia e
da rigidez que se apresentam de forma relativamente pouco frequente a data
da primeira avaliacgio. Em 35 % dos doentes a graduacdo é superior a dois
pontos (escala de severidade de 0 a 4) para todos os itens a excepgdao da
bradicinésia, da distonia e da rigidez que sao sintomas pouco frequentes na
primeira avaliacdo. A comparagdo dos varios itens do score motor da escala
UHDRS mostrou a existéncia de evolucao significativa (Teste Friedman) na
iniciacdo e velocidade das sacadas horizontais e verticais, na bradicinésia, na
disartria e na marcha (Figuras 23 a 25). Regista-se também que a maioria dos
doentes mantém o estadio entre consultas (variagdo=0). Por outro lado, os que
agravam o seu estado, isto é, aqueles em que a variacao é positiva sdo de uma
forma geral mais numerosos que os que evoluem em sentido inverso.

Mostra-se nas Figuras 23, 24 e 25 para cada item do score motor da UHDRS a
percentagem de doentes em cada classe, o que traduz a evolugao da doenga.
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Figura 23: Variacdes entre consultas na avaliacio motora dos individuos doentes (12 parte da
escala de 31 itens).
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Para cada item da escala motora da UHDRS representa-se a amarelo a
percentagem de doentes que mantém o mesmo estadio, a amarelo escuro a
percentagem que vé o score deteriorar um ponto, a laranja a percentagem que
agrava dois pontos e a vermelho a percentagem de doentes que agrava trés
pontos. A melhoria é representada pela cor verde: verde-claro representando a
percentagem de doentes que melhorou um ponto, verde-escuro a

percentagem que melhorou dois pontos e verde mais escuro a percentagem
que melhorou trés pontos.
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Figura 25: Variacdes entre consultas na avaliacdo motora dos individuos doentes (32 parte da
escalade 31 itens).

Como se pode ver nestas trés Figuras a deterioracdo motora ndo é uniforme,
sofrendo algumas fungdes uma progressao mais rapida. Assim, em relacdo aos
movimentos oculares, 324 % dos doentes agrava um ponto na iniciagdo das
sacadas verticais e 8.8 % agrava dois pontos ao fim de um ano de evolucdo da
doenga. De igual modo se verifica que a marcha deteriora significativamente:
11.8% dos doentes agravam um ponto, 8.8% agravam dois pontos e 2.9%
sofrem um agravamento de trés pontos nesse pardmetro.

Por outro lado, a coreia dos membros superiores sofre uma evolugao favoravel
em cerca de 20.6 % dos doentes.
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Regista-se a existéncia de uma correlagdo estatisticamente significativa
(p=0.006) entre a deterioragdo motora e o score de independéncia da escala
UHDRS, sendo essa correlagdo fraca e negativa (p=-0.303), ou seja, a um
aumento da degradacdo motora corresponde uma expectavel diminuicdo no
score de independéncia (Tabela 13).

Tabela 13: Correlacdo entre a deterioracido motora e a escala de independéncia

UHDRS Independéncia

Min. -16.0 -40.0
Mediana 1.0 0.0
Meédia 23 -35
Max. 33.0 67.0
Desv. Padrdo 82 11.6

| -0303
0.006

111.4.5. Avaliagao UHDRS - Componente cognitiva

Como ja acima foi referido, ndo se registam evolugdes significativas (Teste t de
Student para amostras emparelhadas) entre consultas, nos valores da
componente cognitiva da escala UHDRS, o que é também comprovado
quando se analisa individualmente cada um dos itens dessa componente
(Figura 26).
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Figura 26: Variacdes entre consultas na avaliacdo cognitiva dos individuos doentes. Nio se
observa evolugdo significativa em nenhuma das componentes da avaliagcdo cognitiva.
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A deterioracdo cognitiva ndo parece estar relacionada com o nimero de
repeticdes CAG, ndo se registando correlacdes significativas entre as duas
variaveis (Tabela 14, p=0.543). Nao foram também detectadas correlacdes
estatisticamente significativas entre deterioragdo cognitiva e as varias
componentes da escala UHDRS, nomeadamente com a componente motora
(p=0.142), com a componente comportamental (p=0.667), com a TFC
(p=0.169.). Apenas se observa uma relacdo estatisticamente significativa com a
componente de independéncia (p=0.026) sendo essa correlagdo positiva e
moderada (p=04), isto é a uma maior degradacdo cognitiva corresponde uma
diminui¢ao na independéncia (Tabela 15).

Tabela 14: Correlagio entre a deterioragio cognitiva e o niimero de repeticées CAG

Min. -40.0 38.0
Mediana 0.0 43.0
Média -0.7 43.5
Max. 36.0 50.0
Desv. Padrdo 16.9 28

018
0543

Tabela 15: Correlacio entre a deterioracio cognitiva e a escala de independéncia

UHDRS Independéncia

Min. -40.0 -20.0
Mediana 0.0 00
Meédia -0.7 -34
Maéx. 36.0 10.0
Desv. Padrdo 16.3 71

04
0026

Também ndo se encontrou relacdo entre a deterioracao cognitiva e os varios
niveis de alfabetizagao (Tabela 16), nem com as formas de inicio juvenil da
doenca.

Tabela16: Correlacgio entre a deterioracio cognitiva e a escolaridade

Det. Cognitiva

-40.0 -27.0 -16.0 -8.0

5.0 0.0 0.0 -8.0

Meédia 02 -33 09 -8.0

Max. 36.0 9.0 26.0 -8.0
Desv. Padrdo 20.2 12.5 13.3

0775
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111.4.6. Avaliagdo UHDRS — Componente comportamental na populagdo de doentes

Os sintomas comportamentais mais frequentes em ambos os momentos de
avaliacdo foram a ansiedade, a apatia, a depressao e a irritabilidade. A
agressividade torna-se mais frequente na segunda consulta, ao invés dos
restantes trés sintomas que se tornam menos prevalentes (Figura 27 e 28).
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Figura 27: Sintomas comportamentais significativos nos individuos doentes na 12 consulta.
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Figura 28: Sintomas comportamentais significativos nos individuos doentes na 22 consulta.
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Nao se observa relagdo entre a apatia e a depressao (Figura 29). Dos doentes
que apresentavam apatia 48.5% tinham depressdo e 51.5% ndo apresentavam
esse sintoma.
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Figura 29: Depressao significativa na primeira consulta vs. apatia significativa na primeira
consulta nos individuos doentes. Nio se observa relagio entre estes dois sintomas.

Sucede o inverso com os valores de TFC que sdo significativamente mais
baixos nos doentes apaticos (Figura 30). Nao se registam diferencas
estatisticamente significativas nos valores de TFC entre os individuos com e

sem depressao significativa.

TFC
p<0,001

Scores

Sim-=
il

Depressio { Apatia

Figura 30: Valores de TFC na primeira observacao vs apatia. O score da TFC é significativamente
mais baixo nos individuos que apresentam apatia nesta observacio (p <0.001).
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A maior parte dos sintomas comportamentais estudados manteve-se ausente
entre a primeira e a segunda consulta, com as excepcdes da ansiedade, da
apatia e da depressdo. Estes trés sintomas, a par da agressividade, da baixa
auto-estima e da irritabilidade, apresentaram frequéncias significativamente
diferentes em cada uma das consultas, sendo por isso a sua variagdo
estatisticamente significativa (teste do Qui-Quadrado de Pearson). Nao foi
possivel analisar estatisticamente a variacdo dos restantes sintomas devido ao
namero reduzido de individuos nalgumas das classes de variagdo, podendo
assim concluir-se pela sua auséncia nesta populacdo de doentes.

[11.4.7. Avaliacdo global

Os vérios tipos de diagnéstico reflectem-se em diferentes resultados na
avaliacdo global dos individuos, com os individuos com diagnéstico de DH a
apresentarem valores consistentemente piores que os dos individuos
preditivos positivos e negativos (Figura 31 e 32). Na comparacdo destes dois
altimos grupos destacam-se os resultados da componente comportamental da
escala UHDRS e da escala de Hamilton, em que os individuos preditivos
positivos se aproximam dos resultados dos individuos doentes.
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Figura 31: Resultados da avaliacio neuropsicoldgica dos individuos por tipo de
diagnéstico (12parte). Verifica-se que na vertente comportamental os scores dos individuos
preditivos positivos se aproximam dos scores dos individuos doentes.
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Figura 32: Resultados da avaliacdo neuropsicolodgica e funcional dos individuos, por tipo de
diagndstico (22 parte). Verifica-se que nos scores da escala de depressdo de Hamilton os individuos
preditivos positivos se aproximam dos individuos doentes.

111.5. Os individuos preditivos positivos e os individuos preditivos negativos

Comparando apenas os individuos preditivos, observa-se que existem
diferencas testaveis e significativas na prevaléncia da depressdo e da apatia.
Encontra-se resumido na Tabela 17 o cdlculo dos racios de probabilidade (odds
ratio) relativamente a presenca de depressdo e apatia como preditores de
diagnoéstico preditivo negativo e positivo. Regista-se que os racios sdo
significativamente diferentes de 1 (Teste Exacto de Fisher: p <0.001 e p=0.001,
respectivamente) com os individuos preditivos com apatia a terem 22 vezes
maior probabilidade de serem preditivos positivos, e os individuos com
depressao a terem uma probabilidade 8 vezes superior de serem preditivos
positivos.
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Tabela 17: Odds ratio relativamente a presenca de apatia e depressiao como preditores de
diagndstico positivo

IC 95%
Apatia 1222 1335 -1612.14 <0.001
Depressio 18 1219 -1:33.46 0.001

Ill.6. Os doentes. Caracterizagdo por estadios

Os 94 doentes encontram-se em diversos estadios de acordo com a severidade
da doenca. Uma percentagem significativa encontra-se no estadio 3 e 4,
respectivamente 394% e 20.2%, significando isto que a maioria dos pacientes
desta amostra se encontra ja com pouca autonomia para as actividades da vida
diaria. No estadio 5, acamados e institucionalizados, encontram-se 6.4 % dos
doentes, como anteriormente mostrado na Figura 6.

Os doentes em estadios mais avancados apresentam contagens mais elevadas
no numero de repeticbes CAG, tendo tido uma progressao de doenca mais
réapida (Figura 33).
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Figura 33: Numero de repeticdes CAG e gravidade da doenca. Verifica-se que nos estadios 4 e 5 se
encontram os doentes com niimero maior de repeticoes CAG no alelo expandido apresentando uma forma de
doenga mais severa. O estadio em que se encontram reflecte-se nos diferentes resultados da avaliacao global.
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111.7. Avaliagdo das terapéuticas utilizadas

Os doentes sao tratados com diversos antipsicéticos nunca em monoterapia, e
muito raramente com doses estaveis, isto é com modificagdes regulares e
ajuste de dose frequente, pelo que a avaliacdo da eficdcia terapéutica nao é
objecto desta analise.

Comparou-se no entanto, a evolucdo dos scores motores em dois tempos nos
doentes que iniciaram tetrabenazina. Onze doentes foram tratados com
tetrabenazina. Destes, sete tém duas avaliagdes distando de um ano, o que
permite a comparacao entre si (Tabela 18).

Tabela 18: Comparacio da variagdo nos scores motores ao longo de um ano nos 7 individuos
tratados com tetrabenazina

I A AT

Parl 65,86 35,760 13,516

on 7 251 1229

Correlagio entre pares
N Correlacio Sig.

Score Motor1 & Score Motor 2 7 ,978 ,000

Verifica-se que o score motor deteriorou de quatro pontos ao fim de um ano.
Dez doentes foram tratados com pridopidina em contexto de ensaio clinico
duplamente cego, posteriormente em ensaio aberto. Registamos a avaliacao do
score motor ao fim de 12 meses de tratamento.

Tabela 19: Comparacdo da variacio nos scores motores ao longo de um ano nos 10
individuos tratados com pridopidina

I L T

Score Motor 1 42,67 21,459 7,153
Score Motor 2 46,56 9 23,287 7,762
Correlagao entre pares
N Correlacio Sig.

Score Motor 1 & Score Motor 2 .9 744 ,022

A avaliagado da eficécia terapéutica aos doze meses mostra uma deterioragao
do score motor de quatro pontos (Tabela 19). A analise dos scores parcelares
mostra reducdo da coreia e agravamento no score total da marcha e
movimentos alternos.
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111.8. Apresentacdo dos Resultados referente a variagao da Qualidade de Vida na DH

Foram avaliados consecutivamente 23 doentes (13H, 10 M; idade média 424
anos) através da escala Short-Form-36 (SF-36). A analise descritiva da amostra
encontra-se exposta na Tabela 20, onde se pode ver tratar-se de doentes em
estadios intermédios com scres motores da UHDRS moderados (28,64 +
24,87). Foi critério para inclusdo neste estudo apresentarem MMS normal, isto
é, sem deterioracdo cognitiva.

Tabela 20: Analise descritiva das caracteristicas clinicas dos doentes avaliados pela escala
de Qualidade de Vida SF-36

Variaveis Amostra (N=23
Género (feminino/masculino) 10 (43,5%) / 13 (56,5%)
Idade em anos 42,43 +12,67

UHDRS
- Motor 28,64 +24,87
- Cognitivo
Verbal Fluency 14,95 +10,10
Symbol Digit 20,77 +16,30
Stroop Interference 18,91 +13,50
- Comportamental 17,22 +11,86

Confuséo (%) 30,4 %
Depressao (%) 69,6 %
Requer tratamento para depressao (%) 78,3 %
Requer tratamento para irritabilidade (%) 21,7 %

Capacidade Funcional
Escala de Independéncia 83,04 +£21 41
Capacidade Funcional Total 952 +438

SF- 36

Funcao Fisica 49,57 £33,61
Desempenho Fisico 64,95 +24 48
Dor Fisica 65,09 £29,12
Satde em Geral 39,30 +25,94
Vitalidade 46,96 £22,55
Fung&o Social 55,43 +34,71
Desempenho emocional 68,12 £2643
Satude Mental 53,39 £22,90

A Figura 34 mostra a comparacao entre os resultados da SF-36 nesta amostra e
os resultados obtidos para a populagao portuguesa normal, resultantes de um
estudo prévio sobre a qualidade de vida numa populagio sem doenca
efectuado por Ferreira PL em 2003 (130).
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Figura 34: Demonstracio da diferenca entre as pontuacdes obtidas na SF-36 da amostra
deste estudo e da populacdo portuguesa normal. FF- Fungdo Fisica; DF- Desempenho Fisico; DR-
Dor Fisica; SG- Satde em Geral; VT vitalidade; FS- Func¢io Social; DE- Desempenho Emocional; SM-
Saude Mental.

Apresenta-se na Figura 35 a comparacdo entre as pontuagdes do SF-36 e da
UHDRS da amostra com o estudo existente para DH de Ho et al., 2009.
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Figura 35: Demonstragdo da diferenca entre as pontuagdes do SF-36 e UHDRS da amostra
deste estudo e da amostra do estudo referéncia / Ho et al. Legenda: UHDRS M- UHD RS Motor;
UHDRS FV- UHDRS Fluéncia Verbal; UHDRS SD- UHDRS Symbol Digit; UHDRS CFT- UHDRS
Capacidade Funcional Total; SF36-FF - Funcdo Fisica; SF36-DF - Desempenho Fisico; SF36-DR -
Dor Fisica; SF36-SG - Saude em Geral; SF36-VT - Vitalidade; SF36-FS - Func¢io Social; SF36-DE -
Desempenho Emocional; SF36-SM - Satide Mental.

Comparam-se os resultados da amostra com os valores da populacao
portuguesa normal, existindo uma diminui¢ao da dimensao fisica e mental na
amostra estudada. Os resultados da UHDRS foram: score motor 28,64 + 24,87;
verbal-fluency 14,95 + 10,10, symbol-digit 20,77 + 16,30; score comportamental
17,22 + 11,86 e capacidade funcional total 9,52 + 4,38. A componente
comportamental da UHDRS ndo se correlacionou com nenhuma das
subdimensoes do SF-36, apesar de 70% dos doentes apresentarem sintomas de
depressao e 78 % fazerem tratamento anti-depressivo. Segundo o coeficiente de
Spearman, a correlacdo entre as dimensdes do SF-36 e UHDRS revela que a
UHDRS motor apresenta uma correlacdo significativa com FF, DF e FS; o
Symbol Digit apenas se correlacionou de forma significativa com DF e SG; o



Resultados

CFT depende de forma significativa de FF, DF, SG e FS; e a UHDRS
comportamental ndo se correlacionou com nenhuma subdimensao do SF-36.

111.9. Apresentagao dos Resultados Laboratoriais:
Disfuncao bioenergética nos cibridos de doentes com DH

A fim de clarificar as alteracdes do metabolismo energético na DH, usamos
como modelos linhas celulares de cibridos (sistemas hibridos citoplasmaticos)
resultantes da fusio de plaquetas isoladas de seis doentes com DH
geneticamente confirmada (4244 repeticbes CAG) com células de
teratocarcinoma humano depletadas de DNA mitocondrial (células NT2 rho0).
Foram usados como controlos cibridos preparados a partir de trés individuos
saudaveis emparelhados pela idade.

Neste modelo celular comecamos por analisar o metabolismo energético
avaliando os niveis intracelulares de ATP em células incubadas na presencga e
na auséncia de acido 3-nitropropiénico (3-NP), um inibidor do complexo II da
cadeia respiratéria mitocondrial (Figura 36). Observdamos um aumento
significativo dos niveis de ATP nos cibridos de doentes de DH, quer em
condigdes basais, quer apds exposicdo ao 3-NP, relativamente aos controlos.
Apesar dos niveis mais elevados de ATP, o 3-NP, nas concentracdes de 1 e 10
mM, induziu um ligeiro decréscimo dos niveis deste nucleétido sem que fosse
detectdvel qualquer aumento nos niveis de ADP ou AMP (resultados nao
apresentados).

Com o propésito de esclarecer os mecanismos subjacentes ao aumento de ATP
nos cibridos dos doentes, comegamos por avaliar a actividade da via glicolitica
nestas linhas celulares antes e apds inibicdo da glicolise durante 8 horas
(Figura 37). Para este fim as células foram cultivadas num meio sem glucose
(RPMI-1640). Como podemos ver na Figura 37 A, houve um aumento da razao
lactato/ piruvato nos cibridos de doentes de Huntington, quando comparados
com os controlos, o que sugere uma maior actividade da via glicolitica e
explicaria o consequente aumento da producdo de ATP nos doentes. A
inibicdo da glicolise, na presenca da 2-desoxiglucose (2-DOG), levou a um
decréscimo marcado da razdo lactato/piruvato nos cibridos dos doentes,
relativamente ao observado nos controlos, o que sugere um papel chave para
a glicolise na bioenergética dos cibridos dos doentes de Huntington. Nestas
células observou-se um decréscimo da actividade da glucose-6-fosfato
desidrogenase, a enzima reguladora da via da pentose fosfato (Figura 37 B) o
que reforca a hipétese da metabolizacdo preferencial da glicose pela via
glicolitica nos cibridos dos doentes.

Em condicdes de inibicao da glicolise, isto é, quando as células foram
incubadas em meio sem glucose na presenca de 2-DOG, os niveis
intracelulares de ATP decresceram significativamente (Figura 38 A). Como se
pode observar também nesta Figura, a inibicdo da ATP sintetase mitocondrial
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com oligomicina, na presenca de glucose, provoca um decréscimo dos niveis
de ATP nos cibridos dos doentes para valores préoximos dos observados nos
controlos. Curiosamente, em condi¢cdes de inibicdo da glicdlise, a inibicao da
ATP sintetase provoca um decréscimo drastico dos niveis de ATP, tanto em
cibridos de doentes como nos controlos e os niveis de ATP em cibridos de
doentes ndo sdo recuperados na presenga de piruvato (Figura 38 A).

Uma vez que a fosfocreatina pode ser utilizada para uma regeneragao rapida
de ATP analisimos a sua contribuicdo para a formacdo deste nucleétido em
cibridos de doentes de DH e em controlos. Como se pode observar na Figura
38B, ap6s inibicio da glicdlise os niveis de fosfocreatina decrescem
significativamente nos doentes, enquanto nos cibridos controlo o decréscimo é
moderado, sugerindo assim que a fosfocreatina contribui para manter os
niveis de ATP nos cibridos de doentes sujeitos a inibicdo da glicélise.
Atendendo a que a glicélise pode ser activada perante um decréscimo da
eficiénecia metabodlica da mitocdndria, avalidémos os niveis de fosfocreatina
estimulando a fungao mitocondrial com piruvato. Nestas condigdes os niveis
de fosfocreatina decresceram nos cibridos de doentes, sugerindo um papel
importante para a fosfocreatina na manutencao dos niveis celulares de ATP.
Estes resultados mostram a interdependéncia das duas vias de regeneracgao
rapida de energia na forma de ATP: a via glicolitica e a via da fosfocreatina.
Estes dados ndo s6 sugerem um aumento da oxidacdo da glicose nos cibridos
de doentes de Huntington, mas também que esta pode ser uma resposta
compensatdria para manter os niveis celulares de ATP. A inibicdo da ATP
sintetase com oligomicina ndo altera os niveis de fosfocreatina quer quando a
via glicolitica estd activa quer quando a glicélise é inibida em cibridos de
controlos ou de doentes. A incapacidade do piruvato em restabelecer os niveis
de ATP e de fosfocreatina, sugere um compromisso da eficiéncia metaboélica
da mitocondria na DH.

Fomos assim avaliar mais detalhadamente os mecanismos que levam ao
compromisso da bioenergética mitocondrial na doenca de Huntington. Tinha
sido anteriormente demonstrado pelo nosso grupo (Ferreira e tal, 2010) que a
actividade dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial estd mantida em
cibridos de doentes de DH (131). Com base nestes resultados e nos resultados
apresentados, que mostram que a actividade glicolitica parece exceder a
capacidade do metabolismo oxidativo nestas células, e a fim de clarificar o
compromisso metabdlico celular na DH, avalidmos a actividade das
desidrogenases associadas ao ciclo do acido tricarboxilico ou ciclo de Krebs.
Medimos a razdio NADH/NAD em extractos mitocondriais de cibridos de
doentes e de controlos (Figura 39) e observamos um decréscimo significativo
da razao NADH/NAD mitocondrial nas células dos doentes, o que sugere
uma disfuncdo das desidrogenases da mitocondria. Determinamos entdo a
actividade dos complexos enzimaticos da piruvato-desidrogenase, da alfa-
cetoglutarato-desidrogenase e da malato-desidrogenase que sdo responséveis
pela formagao da maior parte do NADH utilizado como dador de protdes a
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nivel do complexo I mitocondrial (Figura 40). Em cibridos de doentes de
Huntington observdmos um decréscimo significativo da actividade da
piruvato-desidrogenase (Figura 40 A) que pode ser responsavel pelo
decréscimo da razao NADH/NAD (Figura 39). No entanto, a actividade da
alfacetoglutarato desidrogenase estava aumentada nos cibridos dos doentes
(Figura 40 B) o que sugere um mecanismo de compensagdo para
contrabalancar o decréscimo da produgao de NADH pela piruvato-
desidrogenase. A actividade da malato-desidrogenase ndo estava alterada nos
cibridos de doentes quando comparados com os controlos (Figura 40 C).

A avaliacdo dos niveis mitocondriais de aspartato e glutamato mostrou que
embora os niveis de aspartato fossem semelhantes em cibridos de doentes e de
controlos, os niveis de glutamato eram mais elevados nas células dos doentes
(Figura 41) o que pode explicar o aumento da actividade da alfaceto-glutarato
desidrogenase. Nao se observam alteracdes dos niveis da glutamina enquanto
os niveis de alanina decresceram um pouco, sugerindo o aumento da
formagao de glutamato pela alanina- transaminase como descrito por DeRosa
e Swick em 1975 (138).
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Figura 36. Niveis de ATP nos controlos (CTR Cyb) e nos cibridos de doentes de Huntington
(HD Cyb) em condig¢des basais e apds incubagio com concentragoes de 0.1, 1 e 10 mM de 3-
NP durante 24 h. Os niveis de ATP foram determinados por HPLC. Os resultados apresentados
representam a média *+ desvio padrdode 6 a 8 experiéncias realizadas em duplicado. Verifica-se um
aumento significativo dos niveis de ATP nos cibridos dos doentes, quer em condi¢es basais quer
apos exposicdo ao 3-NP, inibidor do complexo II da cadeia respiratdria mitocondrial (p <0.05).
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Figura 37: Via glicolitica e via da pentose fosfato em (CTR Cyb) e cibridos de doentes (HD
Cyb) A) Niveis de lactato/piruvato, células incubadas em meio com glucose (RPMI+Gluc), ou com
inibicdo da glicdlise (+2-DOG). Verifica-se aumento da razio lactato/ piruvato nos HD Cyb versus
CTR Cyb, o que sugere maior actividade da via glicolitica. A inibicdo da glicélise na presenca da 2-
DOG origina um decréscimo na razdo lactato/piruvato nos HD Cyb, relativamente aos CTR Cyb. B)
Actividade da glucose-6-fosfato desidrogenase enzima chave da via da pentose fosfato. Verifica-se
um decréscimo da actividade desta enzima nos HD Cyb. Os resultados expressos representam a
média * desvio padrdo de 4 a 8 experiéncias realizadas em duplicado ou em triplicado. (p <0.05;
Bonferroni post teste * p <0.05 quando comparados com CTR Cyb (+ Gluc) p <0.01 comparado com HD
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Figura 38: Andlise do ATP intracelular e niveis de fosfocreatina nos cibridos de doentes e
controlos antes e depois da inibi¢cdo da glicdlise (2-DOG), da inibicdo da ATP sintetase com
oligomicina e apds suplemento de piruvato. A) Em condigdes de inibigdo da glicdlise, células
incubadas em meio sem glucose e na presenca de 2-DOG verifica-se que os niveis de ATP decrescem
significativamente. Observa-se também que a inibicio da ATP sintetase com oligomicina, na
presenca de glucose provoca decréscimo nos niveis de ATP nos HD Cyb para valores préximos dos
controlos. Apés a adigdo de piruvato os niveis de ATP ndo sido recuperados. B) Apés inibicdo da
glicélise verifica-se um decréscimo nos niveis de fosfocreatina nos HD Cyb. Verificamos também,
que apos a estimulagdo da fun¢do mitocondrial com a adigdo de piruvato os niveis de fosfocreatina
nos HD Cyb decresceram. Os resultados apresentados expressam a média + desvio padrdo de 4 a 6
experiéncias independentes realizadas em duplicado.
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Figura 39: Niveis mitocondriais de NADH. A razio NADH/NAD é determinada em extractos
mitocondriais de cibridos de doentes e controlos. Verifica-se um decréscimo na razio NADH/NAD
mitocondrial nas células dos doentes. Os resultados representam a média + desvio padrdode 4 a 6
experiéncias realizadas em duplicado. (p <0.01)
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Figura 40: Actividade das desidrogenases da matriz mitocondrial. A) Nos cibridos dos doentes
observa-se um decréscimo significativo da actividade da piruvato-desidrogenase. B) Verifica-se
aumento da actividade da alfa-cetoglutarato desidrogenase nos cibridos dos doentes. C) Ndo existe
alteragdo em relagdo a actividade da malato-desidrogenase. Resultados expressos como a media *
desvio padrdo de 4 a 6 experiéncias realizadas em duplicado (p <0.05, ttt P <0.001, comparagdo com
cibridos controlos).
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Figura 41: Niveis mitocondriais de aminoacidos. Os niveis de aspartato, glutamato, alanina e
glutamina foram determinados por HPLC nos extractos mitocondriais dos cibridos dos doentes e
dos respectivos controlos. Verifica-se que os niveis de glutamato sdo mais elevados nos cibridos dos
doentes. Ndo se observam alteragdes dos niveis de glutamina, enquanto os niveis de alanina sdo um
pouco mais baixos nas células dos doentes. Os resultados representam a média + desvio padrio de
6 a7 experiéncias realizadas (p <0.005).






CAPITULO IV
DISCUSSAO

O diagnéstico clinico de DH ndo encontrou confirmagdo no estudo genético
em 16 doentes (6 homens e 10 mulheres) e o seu seguimento permitiu
claramente identificar outras patologias. Os casos em que o diagnéstico ndo se
confirmou correspondiam a coreia associada a neurolupus, doenga
desmielinizante, coreia vascular e principalmente, doenga psiquiatrica
(esquizofrenia).

Em nenhum destes casos se conhecia histéria familiar e os sintomas nao eram
os classicos da DH. No entanto, os critérios clinicos de diagnéstico podiam
aplicar-se: sinais motores acompanhados ou ndo de alteragdes psiquidtricas e
cognitivas. O gold standard para o diagnostico, o estudo do DNA, excluiu,
naturalmente, esta doenca.

A coreia foi o sinal de apresentagdo e um sinal proeminente em duas doentes
com clinica sobreponivel, as quais, posteriormente, foi feito o diagndstico de
neurolupus. Tratava-se de jovens, com 24 e 33 anos, que iniciaram de forma
subaguda crises de panico e ansiedade, a que se seguiu um quadro mais ou
menos exuberante de movimentos coreiformes envolvendo preferencialmente
os membros superiores, mas com assinalavel assimetria. A atipia, nestes casos,
residia na forma de apresentagdo, com instalagdo demasiado rapida de
sintomas motores e na sua marcada assimetria.

Coreia e distonia foram a forma de apresentacdo de dois casos de doenga
desmielinizante e de um outro com etiologia vascular, em que os diagndsticos
de esclerose multipla e de sindrome de CADASIL com enfartes sub-corticais,
foram confirmados por ressondncia magnética nuclear e estudo genético.

Em cinco doentes, de idades entre os 60 e 65 anos, a presenca de alteragdes
cognitivas e de movimentos involuntarios das extremidades levaram ao
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diagnéstico provisério de DH. A completa auséncia de informagio e a
impossibilidade de recolha de melhor histéria precipitaram a realizacdo de
estudo genético que se revelou negativo, sendo o diagndstico final de coreia
vascular.

Importa agora escrutinar os casos em que o diagnéstico de DH juvenil nao foi
confirmado. Esta hipotese foi colocada em doentes com idades entre 19 e 25
anos que se apresentaram com sintomas extrapiramidais: rigidez e distonia,
envolvendo preferencialmente o tronco, com atingimento menos marcado dos
membros; acompanhando um quadro psicético de instalacdo subaguda. Os
movimentos coreicos ndo eram, nho entanto, proeminentes. Todos
apresentavam grave distarbio psicético, tendo iniciado terapéutica
neuroléptica para controlo desse disttrbio. Provavelmente, foi no contexto
dessa terapéutica que surgiram as manifestacdes extrapiramidais, se bem que
instaladas na primeira semana de tratamento. Investigados posteriormente,
em todos as manifestagdes psiquidtricas podiam ser enquadradas em
entidades nosologicas bem definidas de doenca psiquidtrica, sendo o
diagnostico de esquizofrenia o mais comum de acordo com a DSM-IV.

Na realidade, as alteragdes psicoticas sdo comuns nas formas juvenis da
doenca. De acordo com os mais recentes trabalhos de Paulsen, na sequéncia
do estudo Predict-Hd (91), sintomas psiquidtricos e mesmo doencas
psiquiatricas precedem o inicio da sintomatologia motora na DH por vezes
com um intervalo superior a 20 anos. Também num dos poucos estudos
longitudinais que avaliou os sintomas psiquidtricos numa populacio de risco,
Langbenh mostrou que a sua presenca era fortemente preditiva do diagndstico
clinico da doenca (25). Em relacdo a doenga psiquidtrica, a psicose com
caracteristicas de esquizofrenia chega a ter, na DH, uma frequéncia estimada
entre 6% e 25%, sendo as manifestagdes parandides, aparentemente, as mais
comuns (25, 139-141). De igual modo, os pacientes com idade de inicio mais
precoce apresentam risco acrescido de desenvolvimento de psicoses. A
prevaléncia de esquizofrenia ao longo da vida de um doente com DH é de 9%
(142). Num trabalho recente sobre DH Juvenil os autores concluiram que em
19 de 29 doentes com idade de inicio abaixo dos 20 anos, ou seja em 65.5% das
formas juvenis, os sintomas inaugurais foram alteragdes psiquidtricas graves
com auséncia de sinais motores, particularmente da cldssica rigidez muscular
(143).

Foi com esta informagdo que acabdmos por prestar particular atengao as
manifestacdes psiquidtricas, sobrevalorizando sintomas psicéticos com o
objectivo de diagnosticar precocemente as formas juvenis da doenga.
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De facto, da mesma forma que os sintomas obsessivos e compulsivos -
frequentes em estadios pré-motores da DH, mas de severidade distinta da que
ocorre na doenca obsessivo-compulsiva (144) - também a sintomatologia
psicética marcada ndo é comum nos estadios iniciais ou como manifestagao
inaugural da doenga.

Como conclusdo, afigura-se-nos que perfis bem definidos, com quadros
alucinatérios, psicéticos, perturbagdes esquizotipicas, sdo raros na DH.
Epis6dios de mania como manifestacio inaugural de doenca, na realidade,
nunca foram encontrados nesta amostra. Em nosso entender, os sintomas
psiquidtricos e a diversidade da sua fenomenologia nos estadios iniciais da
DH ndo apresentam sistematizacdo suficiente para serem enquadrados em
categorias nosologicas, tais como a esquizofrenia, a perturbacdo obsessivo -
compulsiva, e a mania.

A psicose, com clinica sobreponivel a esquizofrenia, com alucinagdes visuais e
auditivas, e sintomas negativos, podera ocorrer nos estadios mais avangados,
acompanhando o declinio cognitivo (87), mas muito raramente sera a
manifestacdo inaugural da doenga.

IV.1. Avaliacao global da populagao em estudo

IV.1.1. Alelos

Dos 168 individuos desta amostra, 94 sdo doentes em diversos estadios de
doenca e 74 sdo individuos em risco. Nos doentes, o tamanho do alelo
expandido situa-se entre 38 e 80 repeticoes CAG (média 43.5 + 4.6), e o alelo
normal compreende entre 14 e 32 repeticdes CAG (média 184 * 3.3). No que
respeita aos individuos assintométicos, em risco, que efectuaram teste
preditivo, 22 apresentam um alelo expandido cujo ntiimero de repeticdes CAG
se situa entre 36 e 48 (média 42.9 + 2.6) e 39 viram a doenca definitivamente
afastada, apresentando alelos de tamanho normal, o maior entre 12 e 28, e o
menor entre 9 e 24 repeticoes CAG.

Assim, nesta populagdo, verificamos que o tamanho da expansdao CAG é
sobreponivel ao encontrado noutros paises da Europa Central e Reino Unido.
Os doentes da Europa do Norte apresentam um valor médio no comprimento
da expansao CAG discretamente mais curto, com 42 repeticdes (145).
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Diversos estudos tém, repetidamente, demonstrado existir uma relacdo
inversa entre a idade de inicio da doenca e o ntimero de repeti¢des do tripleto
CAG (25, 146-148), sendo este o principal factor determinante da idade de
inicio. No entanto, nem toda a varidncia na idade de inicio da doenca esta na
dependéncia exclusiva deste factor. Tem-se dado particular atencdo ao
tamanho do trinucleétido no alelo ndo expandido, existindo alguns estudos
que demonstram a influéncia deste na determinagao do inicio dos sintomas.
Estes estudos relacionam o comprimento do alelo ndo expandido nos doentes
com DH e, consequentemente, a expressio da huntingtina normal dai
resultante com a idade de inicio da doenca, tendo concluido que a expressao
simultanea da htt normal e da htt mutada pode levar a um atraso no inicio da
sintomatologia clinica da doenga (149-151).

Outros genes, até ao momento nao identificados, poderao também contribuir
para a diversidade fenotipica da doenca, nomeadamente no que diz respeito a
idade de inicio. Na verdade, doentes com o mesmo nimero de repetigdes
CAG podem divergir significativamente quanto ao inicio dos primeiros
sintomas, o que se atribui a accdo de genes modificadores, tendo sido
pesquisados polimorfismos nos genes GRIK2, TBP, BDNF, HIP1, ZDHHC17 e
TP 53, como possiveis modificadores do curso da doenca (152, 153). Como ja
foi dito, o comprimento da expansao CAG é responsavel por cerca de 45 a 70%
da varidncia na idade de inicio da doenca, sendo o restante da
responsabilidade destes genes, negligenciando-se a accdo de factores
ambientais. Em estudos realizados em pares de gémeos de diferentes
proveniéncias (América do Norte, Europa e Austrdlia) demonstrou-se que
65% a 71% da varidncia na idade de inicio depende exclusivamente do
comprimento da expansdo CAG, enquanto11 a 19% dessa varidncia estard na
dependéncia de factores genéticos que sio comuns e partilhados por ambos os
gémeos (154, 155). Esta informacdo estimulou a investigacdo molecular, com
intensificacdo na procura de genes modificadores do curso da doenca, sendo
no entanto, os resultados obtidos até ao presente pouco conclusivos (156-158).

Mais recentemente, atribuiu-se ao gene codificador do PGC-1a o papel de
retardar o aparecimento dos primeiros sintomas na DH. Num estudo
englobando 447 doentes, Weydt e colaboradores concluiram que a
homozigotia para o haplétipo PPARGCIA bloco 2, o gene que codifica o factor
de transcricao PGC-1a, estd associada a um atraso significativo na idade de
apresentacdo dos primeiros sintomas. Este parece ser o primeiro estudo a
confirmar claramente o efeito de um gene modificador do curso da doenca
(159, 160).
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Por outro lado, em modelos experimentais (droséfila) foram j& identificados
potenciais modificadores da toxicidade da huntingtina mutada pelos factores
de transcricao FOXO (Forkhead family of transcription factores). Os factores
de transcricdo FOXO sdo importantes reguladores dos mecanismos de
sobrevivéncia celular, respondendo a agressdes relacionadas com stress
oxidativo, lesao do DNA e privagado de nutrientes (161).

Resultados de diversos estudos sugerem que a expressao da huntingtina
normal com a huntingtina mutada pode justificar o atraso no inicio das
manifestagdes clinicas (25, 149, 150).

Foi por isso nossa intencdo estudar, nesta amostra, a existéncia de uma
possivel interac¢do entre o tamanho do alelo expandido e o do alelo normal,
que pudesse influenciar a idade de inicio dos primeiros sintomas.

Os alelos com 26 repeticdes CAG ou um numero inferior a este, sdo
classificados de normais, ditos de classe 1, enquanto os que tem entre 27 e 35
CAG sao chamados “intermédios” compridos normais, grandes normais,
mutaveis normais ou normais instaveis, ditos de classe 2 e ndo produzem
sintomas de DH. Alelos com 36 a 39 repeticdes (classe 3) estdo associados a um
inicio mais tardio de doenga e mostram baixa penetrancia, enquanto acima de
40 CAG (classe 4) tém penetrancia completa.

Na populagao aqui em estudo, 70.5% dos individuos tem um alelo expandido
com um ndmero de repeticdes CAG igual ou superior a 36. Sdo doentes e
portadores assintomaticos. Os individuos que realizaram um teste preditivo
negativo tém alelos de classe 1, ou seja com um ntimero de repeti¢des até 26.
Dos individuos preditivos positivos 4.5 % tém alelos de classe 3, entre 36 e 39,
isto é de penetrancia reduzida, relacionados habitualmente com um inicio
mais tardio de doenca. De igual forma esta classe de alelos s6 se encontrou
também em 3.4% de doentes. Apesar de, na populagdo portuguesa, ter sido
reportada uma frequéncia relativamente elevada (3.7%) de alelos da classe 2,
grandes normais (103), encontrdmos esta classe apenas num individuo da
nossa amostra, que chamamos de “borderline” porque, tendo realizado teste
preditivo que mostrou 28 repeticdes CAG, apresenta manifestas alteracdes
psiquiatricas necessitando de intervencdo médica. A auséncia de sinais
motores leva a que nao lhe tenha ainda sido colocado o diagndstico.

Os alelos de Classe 2 podem originar novos casos de doenca na sua
transmissdo, com alguns autores defendendo que a sua instabilidade é
pequena uma vez que apenas 0.06% mostraram ser instdveis na volumosa

amostra referente as familias Venezuelanas (162). Outros autores reportando
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instabilidade em cerca de 30% dos casos, de tal ordem que, ao expandirem
originam alelos de penetrancia completa, o que acontece em cerca de 14% dos
casos (163). Tais discrepancias denotam grande controvérsia neste tema.

No que respeita ao tamanho do alelo normal nao se registou diferenca com
significado estatistico entre os trés grupos da nossa amostra: doentes,
individuos preditivos positivos e individuos preditivos negativos.

Nos individuos com diagnoéstico de DH existe forte relacdo linear entre o
namero de repeticdes e a idade de aparecimento do primeiro sintoma
(idade=255.3-4.866 xrepeticdes CAG, p <0.001,R2=45.9%), com o namero de
repeticdes de tripletos CAG a correlacionar-se negativamente com a idade de
inicio. Por aqui concluimos que o modelo de regressdo é responsavel por
45.9% da variancia na idade de inicio sintomatico, na nossa amostra. Por outro
lado, apesar do coeficiente de regressao Cox ser significativo, o tamanho do
menor alelo ndo teve qualquer influéncia na idade de inicio da doenga.

Considerando agora os grupos de doentes com o mesmo ntmero de
repeti¢des no alelo mutado (42 e 45 CAG) o tamanho do alelo normal ndo teve
também correlacdo com a idade de inicio (coeficiente de regressao Cox).

Os resultados que obtivemos, ndo confirmam qualquer influéncia do tamanho
do alelo normal no eclodir dos primeiros sintomas. Estes resultados estao,
assim, em discordancia com os de outros grupos, particularmente com os de
Djousse (150), que defendem um papel importante do alelo normal
modulando a influéncia que o alelo expandido tem na idade de inicio dos
primeiros sintomas de doenga. Na maior casuistica publicada, juntando duas
amostras com 221 e 533 individuos respectivamente, estes autores
evidenciaram a influéncia do comprimento do alelo normal, concluindo que o
tamanho deste pode mitigar a expressio da doenga, particularmente nos
individuos com um namero mais elevado de expansdes CAG no alelo
mutado. Isto é um alelo normal comprido atrasa o inicio da doenca. Também
Aziz e colaboradores (164) aplicando um modelo de andlise de regressao,
encontraram um efeito de interaccdo estatisticamente significativo entre o
tamanho do alelo normal e o do mutado, apesar de esse efeito ser muito
pequeno (0.001), o que pode sugerir que a sua significincia resulta apenas de
cambiantes no processamento estatistico aplicado a uma grande série Mesmo
assim, nesse estudo, a percentagem de explicagdo para a variancia na idade de
inicio aumentou apenas 0.5% quando aplicado o termo de interaccdo a
equacao de regressao.
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AplicAmos o mesmo modelo de andlise de regressao multilinear entre o
namero de CAG e o logaritmo da idade de inicio da doenca, e nao
encontrdmos, uma vez mais, qualquer efeito atribuivel ao tamanho do alelo
normal no inicio dos sintomas da doenga, ndo corroborando portanto estes
resultados.

Estas diferengas podem ser devidas as diferentes dimensdes das séries, ao
processamento estatistico utilizado e ainda as desigualdades no conceito mais
elementar de definicdo da idade de inicio da doenca, o que constitui, alids,
uma limitacdo de todos os estudos. Reconhece-se que a doenca se inicia
quando surgem sinais motores inequivocamente identificaveis, tais como os
movimentos involuntarios coreico-discinéticos. Na verdade, o movimento
voluntdrio estd precocemente alterado na DH, mas a sua alteracao é dificil de
objectivar, mal avaliada e muito raramente referenciada como manifestagao
inaugural. S6 depois da progressio da doenga, em andlise retrospectiva, se
valorizam sinais pré-existentes que nao se reconheciam como patoldgicos.

De igual modo os sintomas comportamentais e cognitivos iniciais sao
dificilmente reconhecidos, sendo a sua identificacio influenciada
provavelmente pelo nivel educacional do doente, pela informacdo que detém
sobre a doenca e pelo ambiente séciocultural onde esta inserido.

Em conclusdo: nesta série apenas o comprimento da expansdo de repetigdes
do trinucle6tido CAG no alelo mutado se relaciona com a idade de inicio dos
primeiros sintomas. Verificamos existir uma forte relacdo linear entre o
namero de repeticdes CAG e a idade de aparecimento dos primeiros sintomas,
de tal forma que o aumento de uma unidade no ntimero de repeticdes faz
prever uma antecipacdo em cerca de 5 anos na apresentacao do sintoma
inaugural, isto é, no inicio da doenca. Por outro lado, ao contrario de alguns
dados apresentados na literatura, na série aqui apresentada nao se confirmou
uma possivel influéncia do tamanho do alelo ndo mutado na idade de inicio
da doenca, ndo existindo confirmacdo do possivel efeito modificador exercido
pelo tamanho do alelo normal.

IV.1.2. Educagdo

Verificamos que existe uma taxa de analfabetismo de 6.8 % nesta amostra, e
32% tém apenas quatro anos de escolaridade, isto é, confrontamo-nos com um
baixo nivel de literacia, inesperado numa populacdo cuja média de idades
ronda os 49 anos. Nesta amostra nado existe relagdo entre o tipo de
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apresentacdo da doenca e o nivel educacional prévio do paciente. Os doentes
que tém habilitacdes correspondentes a curso superior (embora em nimero
reduzido, cerca de 11%) ndo mostraram diferenca na forma de apresentagao
do sintoma inaugural. Isto é, as caracteristicas clinicas das manifestagdes
iniciais ndo encontram correlacdo com o nivel educacional dos individuos, ndo
se observando relagdo entre o tipo de sintoma que primeiro é referenciado
pelo paciente (perturbagdes cognitivas, comportamentais ou motoras) e a sua
formacdo escolar e cultural prévia, ao contrario do que é referido noutras
séries (165). Verificamos também que, quando avaliada a deterioragao
cognitiva pela UHDRS, esta nao parece ser influenciada pelo nivel educacional
destes doentes.

Valoriza-se muito na actualidade o papel da educacdo na prevengao do
declinio cognitivo, e muito se tem escrito sobre a fun¢dao neuroprotectora que
esta exerce nas doencas neurodegenerativas, particularmente na doenca de
Alzheimer. Existem vérios estudos que mostram quanto o nivel educacional
prévio e o armazenamento de competéncias, como por exemplo a
aprendizagem de linguas numa fase precoce da vida, podem retardar o
declinio cognitivo (166, 167). Também a informacao fornecida pelos estudos
epidemiolégicos na doenca de Alzheimer vem nesse sentido, a doenca
apresentando prevaléncias mais baixas nas populagdes com nivel educacional
mais alto (168, 169).

Na DH nao existe suficiente informacao sobre o possivel efeito que a reserva
educacional podera exercer quer na idade de inicio dos sintomas, quer nas
caracteristicas dos sintomas inaugurais. Num estudo recente, demonstrou-se
que escolaridade mais alta se associa a um inicio mais precoce dos sintomas e
a manutencao de scores mais baixos ao longo da progressao da doenca (165). A
percepgao do inicio dos sintomas, sendo de interpretacdo subjectiva, pode ser
mais facilmente assinalada numa populagio mais atenta, porque mais
esclarecida. J4 a progressdo mais lenta é atribuida pelos autores a um efeito
modificador exercido pelo ntiimero de anos de escolaridade. A educacao surge
assim, como factor modificador do curso da doenca, exercendo um efeito
neuroprotector.

Nao encontramos esta relacdo na nossa amostra. A escolaridade também nao
influenciou o tipo de primeiro sintoma, que parece antes depender da idade
em que este surge. Na verdade, nesta amostra, os sintomas
emocionais/comportamentais sdo mais frequentes nas formas juvenis da
doenca, enquanto as formas tardias se apresentam principalmente por
sintomas da série motora, o que ocorreu em 68.8% dos casos.
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IV.1.3. Formas juvenis e formas tardias de doenca

As formas juvenis representam apenas 6.5% da populagdo aqui em estudo,
percentagem um pouco mais baixa que a verificada noutras séries, em que 10
a 15% dos individuos afectados sio jovens, iniciando a doenca antes dos 20
anos de idade (170). Verificamos que, como era esperado, estas apresentam
um numero de repeticdes CAG significativamente superior ao das restantes
formas. No entanto, ao contrario do referido noutras séries, nio encontramos
diferencas no que respeita a forma de transmissdo, ou seja, a heranca paterna
ou materna é aqui recebida de forma homogénea. Este facto representa uma
marcada dissonancia com os resultados de outros estudos nos quais o pai é o
progenitor afectado em 75% dos casos juvenis de doenga (171, 172). Existe, no
entanto, um outro estudo, no qual os autores chamam a atengdo para a
percentagem surpreendentemente elevada de formas juvenis herdadas por via
materna (143).

Nesta amostra, ndo encontramos também o classico fenétipo associado as
formas juvenis. Nenhum dos doentes desta série, com inicio de sintomas
abaixo dos 20 anos apresentou a forma clinica de Westphal, definida como
entidade distinta, com sindrome acinético-rigido e presenca de convulsdes ou
mioclonias. Pensamos que essa descricdo, muito provavelmente, expressa
fenétipos com grande ndmero de expansdes de trinucledtidos CAG e
consequente maior severidade, em que a intensidade dos sintomas motores
ensombraria 0s restantes, entre esses o0s sintomas psiquidtricos e
comportamentais.

Constatamos que existem 16 doentes (17%) com inicio da sintomatologia
depois dos 60 anos. Nestas formas tardias, curiosamente, os primeiros
sintomas foram motores e s6 em cerca de 6% foram queixas cognitivas que
encaminharam o doente ao médico. Nestes tltimos o diagnéstico de DH
emergiu no contexto do diagnéstico diferencial de deméncia de Alzheimer.

Em 83% das formas juvenis o sintoma da apresentacdo foi comportamental, o
que aconteceu apenas em 6% das formas tardias. A sintomatologia
psiquidtrica e comportamental precedeu os sinais motores em todos os
doentes com formas juvenis, sendo os sintomas mais comuns a ansiedade, a
irritabilidade e a depressao. Estes sintomas, apesar de inespecificos,
apresentaram gravidade suficiente para modificar a vida dos doentes e
necessitar de intervencdo médica, pelo que ndo sé os consideramos
relacionados com a doenga, como entendemos serem o marco do seu inicio.
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IV.1.4. Evolugao

Os doentes que analisimos encontram-se em estadios 3 e 4 de Shoulson, o que
significa que a maior parte dos distintos sintomas motores da doenga esteja
presente, e que os scores totais de avaliacio sejam elevados, ja na primeira
avaliacdo. No entanto, apercebemo-nos que a deterioracdo ao longo de um ano
é constante, com grande variabilidade individual, alguns parametros sofrendo
evolucdo mais significativa do que outros. Assim, na andlise dos diferentes
itens que constituem a componente motora da doenca avaliada pela UHDRS,
ressalta, como sofrendo maior agravamento ao longo do seu curso, a iniciagao
das sacadas, a velocidade das sacadas, a disartria e a marcha.

A deterioracdo nos movimentos oculares é manifesta nos doentes desta
amostra, o que acontece num curto periodo de apenas doze meses. Cerca de
32% dos doentes agrava um ponto e 9% agravam 2 pontos o score da UHDRS
correspondente a iniciagdo das sacadas verticais, sendo esta a variagdo mais
significativa.

Actualmente a avaliagio dos movimentos oculares é muito valorizada na DH,
porque as alteragdes na motricidade ocular podem constituir um indicador da
progressio da doenca (173). Em particular os movimentos sacadicos
(movimentos rapidos dos olhos, que mudam a direccdo do olhar) sdao alvo,
presentemente, de intensa investigacdo conjunta das ciéncias bésicas e clinicas,
uma vez que constituem um paradigma de estudo dos circuitos fronto-
estriatais, os quais sabemos estarem também implicados no controlo das
sacadas. Procura-se, assim, encontrar na sua alteragdo precoce um marcador
de doenca.

Dois estudos publicados em 2000 e 2006 (174, 175) valorizam as alteragdes dos
movimentos oculares como sinais iniciais da doenga, em particular no que
respeita a laténcia dos movimentos sacadicos precocemente aumentada em
individuos pré-sintomaticos. Ja em 1945 André-Thomas (176) e, mais tarde,
Petit e Milbled em 1973 (177) chamaram a atencdo para a importancia da
avaliacao das sacadas oculares como forma de detectar precocemente a DH.
Posteriormente utilizou-se o registo electro-oculografico para quantificar estas
alteracdes que surgem quer na fixagao, quer nos movimentos sacadicos e de
perseguicao (178). Estes trabalhos confirmam as alteracGes selectivas na
motricidade ocular, particularmente nas sacadas verticais, e tém o mérito de
explorar a sua relagdo com as estruturas anatomicas envolvidas. Pela primeira
vez foi considerada a hipétese das alteragdes da motricidade ocular fazerem
parte de um disttirbio motor mais global, em que a dificuldade na execugdo de
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movimentos repetidos também se inclui, e que aponta para o envolvimento do
lobo frontal e suas conexdes com o ntcleo caudado.

Golding e colaboradores consideram que a lentificagao nas sacadas e o atraso
nas sacadas reflexivas sao manifestacdes da doenca, sendo mais relevante o

aumento do tempo de laténcia porque é uma alteracdo subtil que surge
precocemente na fase pré-sintomatica de doenga (179).

A impossibilidade de suprimir as sacadas reflexivas (o movimento rapido do
olhar quando aparece subitamente um estimulo visual, distractivo) e o atraso
no inicio das sacadas voluntarias sdo os sinais oculares mais precoces da DH, e
também os que, de forma mais consistente, sao encontrados na doenga (180).

Recentemente, Peltsch e colaboradores (181) demonstraram um aumento no
tempo de laténcia das sacadas e erros na duracao e no sentido direccional das
mesmas, em doentes com DH. Os autores realizaram o estudo em 9 doentes
que compararam com controlos saudaveis. Neste estudo era pedido aos
participantes a execucdo de uma tarefa que implicava a realizacdo e supressao
das sacadas voluntérias, isto é pré-sacadas e anti-sacadas, e uma tarefa de
avaliacdo das sacadas guiadas pela memoria, ou seja, as sacadas que se obtém
apos o desaparecimento de um ponto de fixacdo, quando o individuo deve
iniciar a sacada em direccio ou no sentido oposto ao de um estimulo
previamente mostrado e retirado. Os resultados mostraram, nos doentes, um
aumento dos tempos de reaccio médios. Do mesmo modo, nas anti-sacadas os
doentes executaram erros direccionais frequentes. Também nas sacadas
guiadas pela memoria o naumero de erros foi superior nos doentes, alteracdes
que estdo correlacionadas com a gravidade da doenga, tornando-se mais
marcadas com a sua progressao (85). Concluiram que a alteragdo na execugao
de paradigmas que impliquem sacadas voluntirias pode ser um indicador
sensivel de progressio da doenca. O cortex frontal, cingulo anterior e os
ganglios da base sdo estruturas implicadas no controlo das sacadas
voluntérias (182), de tal forma que o padrao de neurodegenerescéncia na DH
traduz-se na progressiva alteracio no controlo das sacadas oculares. A
alteracdo mais precoce, nas fases iniciais, manifesta-se na iniciacdo das
sacadas, progredindo com o aumento da laténcia destas, posteriormente
tornando impossivel a supressao de sacadas erréneas durante a execucao das
anti-sacadas, e finalmente necessitando do apoio de movimentos da cabeca
para auxiliar o inicio do movimento sacadico (183).

De consistente, os resultados de diversos estudos indicam que o aumento da
laténcia, a variabilidade na laténcia e a dificuldade na inibicdo das sacadas em
direccao a um novo estimulo visual sdao as alteracbes mais marcantes da
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doenca (175, 179, 181). A importancia destes achados reside no contributo que
fornecem para o conhecimento dos mecanismos anatomofisiologicos
subjacentes e seu envolvimento no processo de neurodegenerescéncia da DH:

Nos doentes da nossa amostra, o agravamento nos movimentos sacadicos
observado ao fim de um ano estd, assim, em concordiancia com o descrito na
literatura.

Considerando agora os sintomas motores que também sofreram agravamento
significativo ao longo do periodo de um ano de progressio da doenca,
verificamos que a bradicinésia, a disartria e as perturbagdes da marcha sdo, a
seguir aos movimentos oculares, os sintomas que mais deterioram.
Constatamos que o agravamento destes sintomas surge de uma forma
independente do estadio inicial em que cada doente se encontra. Ao
analisarmos para cada item do score motor da UHDRS a percentagem de
doentes em cada classe, apercebemo-nos que a variacao nestes trés parametros
traduz a evolucdo da doenga. Nesta amostra, para além do agravamento nos
movimentos oculares (particularmente no inicio e laténcia das sacadas), a
evolugdo traduziu-se pelo aparecimento de bradicinésia, sintoma este pouco
frequente na primeira observacdo, pelo agravamento da disartria e pelo
agravamento na marcha. O agravamento na marcha sera o factor que mais
influenciard o estadio clinico e de independéncia do doente.

Na DH a alteracgio na marcha resulta da interferéncia de multiplas
componentes. A impersisténcia motora que € a principal caracteristica inscrita
no movimento voluntario na DH, parece ser a causa principal de disfun¢do. A
impersisténcia motora leva a incapacidade na manutencdo de constincia na
actividade de um grupo muscular, e interfere com a actividade de grupos
implicados no ortostatimo e no inicio do acto motor voluntario. No entanto
nao € o tnico factor a comprometer a marcha na DH. A coreia dos membros
inferiores, a distonia e a rigidez parkinsénica manifesta nos estadios mais
avancados também a agravam (184).

As caracteristicas da marcha na DH sdo habitualmente descritas como
auséncia de equilibrio, balanceio bilateral, base alargada, perturbacdo nos
movimentos associados dos membros superiores, atraso no iniciar do
movimento e inconstincia da velocidade imprimida ao movimento. Existe
propulsao, festinagdo, variagdo no tamanho dos passos, flexdo espontanea dos
joelhos, retropulsdo, ataxia e apraxia (185). Enumeramo-las porque o
contributo que cada uma destas componentes fornece a disfungao é variavel,
mas de grande relevo porque a sua identificagdo implica diferentes
abordagens terapéuticas. O atraso na activagdo dos mecanismos
compensatdrios posturais parece ser importante (186), sendo as quedas
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repetidas a consequéncia destas alteraces, com cerca de 75% dos doentes a
referirem pelo menos um episodio de queda e cerca de 60% a referirem pelo
menos um episédio no dltimo ano, mesmo nos estadios iniciais e moderados
de doenca. Existe relacdo entre as quedas e a deterioracdo cognitiva (187), de
tal forma que se tém desenvolvido escalas de avaliacio da marcha para
identificar os doentes que virdo a ter maior tendéncia para quedas.
Recentemente o teste de mobilidade The Tinetti Mobility Test, usado na
avaliacdo da marcha dos idosos, foi experimentado em doentes de DH, para
calcular com valor preditivo os doentes que tém maior possibilidade de vir a
desenvolver quedas (188) e como tal a apresentar maior incapacidade
funcional.

Na nossa amostra as alteracdes da marcha sao de tal forma relevantes que a
maioria dos doentes do estadio 4 de Shoulson e Fhan se encontram incapazes
de marcha sem apoio, e obviamente todos os que se encontram no estadio 5,
isto é cerca de 25% dos doentes neste momento em seguimento ndo tém
independéncia motora e sofrem quedas frequentes. A auséncia de terapéuticas
adequadas de apoio de fisiatria contribui para a franca deterioracdo nesta
componente da doenca. De igual forma, os traumatismos cranianos
resultantes de quedas foram a segunda causa de morte no nosso estudo.

IV.2. Avaliagdo comportamental e psiquiatrica nos individuos doentes e pré-
sintomaticos

Na populagdo estudada, os sintomas comportamentais mais frequentes foram
a ansiedade (53.5%), a apatia (56.9%), a depressao (46.3%) e a irritabilidade
(42.7%), sintomas estes presentes desde o inicio da doenca e registados na
primeira avaliacdo, enquanto a agressividade e baixa auto-estima sdo
manifestaces mais tardias que se tornam mais prevalentes na segunda
observacdo, parecendo pois surgir com a progressao da doenca.

Verificou-se que a apatia ocorre independentemente da depressdo, ndo se
observando relagao entre si, o que sugere diferentes mecanismos subjacentes a
sua génese. Observou-se ainda que a apatia interfere com a Capacidade
Funcional Total (relagao estatisticamente significativa) o que ndo acontece com
a depressdo, sendo por isso um sintoma que interfere na progressio e
estadiamento da doenca.

Os sintomas comportamentais ndo regridem ao longo da evolugdo da doenca,
nao sofrendo também grande variabilidade ao fim de um ano.
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Comparamos, de seguida, estes sintomas nos individuos em risco, preditivos
positivos versus preditivos negativos (que viram a sua doenca excluida,
funcionando como controlos saudaveis dos primeiros). A bateria utilizada éa
da avaliacgdo comportamental da UHDRS, conforme descrito na secgdo
Material e Métodos, o que representa ja& uma limitacdo do estudo porque se
trata de uma avaliagdo baseada nas respostas dos individuos, com ocasional
auxilio dos seus familiares.

Nestes dois grupos, ndo encontrdmos diferencas significativas em nenhum
dominio, a excepgdo da presenga de depressdao e apatia. Existe uma relagao
estatisticamente significativa no que diz respeito a depressdo, de tal forma que
individuos com scre superior a 4 (este score é o produto da frequéncia de
ocorréncia do sintoma pela gravidade do mesmo) na avaliacdo do item
depressao tém uma probabilidade 8.5 vezes maior de serem preditivos
positivos do que preditivos negativos.

Surpreendentemente, os individuos pontuando valores superiores a 4 na
avaliacdo do item apatia apresentam uma probabilidade 26.3 vezes superior
de serem preditivos positivos que negativos.

A apatia ocorre nos estadios precoces e é um sintoma mais frequente nos
portadores assintomaticos que nos seus controlos, podendo ser, assim, um
precoce marcador da doenca.

As manifestacdes comportamentais e psiquidtricas na DH sao maltiplas e
variadas compreendendo desde perturbacdes do humor, distarbios de
ansiedade, comportamentos obsessivos, compulsdes, agressividade,
irritabilidade e apatia, todas elas incapacitantes e fazendo parte do vasto
espectro da doenga. Acontece que, ao contrdrio das manifestacdes motoras,
estas alteracOes sdo inconstantes no seu aparecimento, podendo apresentar-se
com cardcter exuberante em alguns doentes e estar completamente ausentes
noutros. O seu reconhecimento é de fundamental importancia porque sao
potencialmente tratdveis, sdo uma causa comum de incapacidade e
hospitalizagdo e, em fases avancadas da doenga, sdo frequentemente
responsaveis pela institucionalizacdo dos doentes. Para além disso sdo estas
alteragdes que tém a mais robusta associacdo com a capacidade funcional,
comprometendo-a mais do que as perturbacdes motoras ou cognitivas (189).

Nos tltimos anos tém surgido intimeros estudos sobre a psicopatologia da DH
quer ao longo da evolugdo da doenca, quer nas fases iniciais ainda antes da
ocorréncia dos sintomas motores. Apesar de vasta, a investigacdo existente
ndo traz informacdo sobre a verdadeira prevaléncia destes sintomas, nem
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sobre a sua magnitude, o que se prende com as diferentes metodologias
utilizadas nos estudos, o pequeno ntimero de doentes observado, a utilizagdo
de diferentes instrumentos de avalia¢io ndo estandardizados e a auséncia de
grupos de controlo. A dificultar ainda uma correcta avaliacdo dos sintomas
comportamentais esta o facto de o seu reconhecimento se basear muitas vezes
em questiondrios de auto resposta. Nesta drea lidamos com a inexisténcia
quase absoluta de dados experimentais o que limita ainda a sua valorizagao.
No entanto, desde os trabalhos de Folstein que se considera que as alteragdes
psiquidtricas existem e podem preceder os sintomas motores em cerca de 20
anos (190).

A apatia, conceito que tem variado ao longo dos anos, pela sua importancia e
pelo facto de aparecer precocemente no decurso da doenca, merece uma
atencdo especial. Foi reconhecida muito cedo como fazendo parte da
personalidade dos doentes com DH de tal forma que em descrices iniciais se
encontra o termo “Coreoapatia” para descrever a especificidade da
personalidade destes doentes. Inicialmente foi definida como a “auséncia de
motivagdo, estando a consciéncia preservada” (191). Mais recentemente,
Richard Levy e Bruno Dubois (192) consideram-na uma alteracao
comportamental que leva a reducdo de um procedimento direccionado, ou
seja, apatia é a diminuicdo de comportamentos auto-gerados, voluntarios com
um proposito ou objectivo conhecidos como Goal-Directed Behaviour (GBD).

Deste modo a apatia ndo é apenas um conceito psicolégico, mas deve poder
ser objectivamente mensurada, existindo escalas para a sua quantificagdo
capazes de medir a reducdo num comportamento auto-gerado. Na apatia é o
mecanismo self-generated que estd comprometido, estando mantidos os
comportamentos de resposta reactivos a estimulos externos, que serado
adequados se a solicitagdo externa for suficientemente estimulante. A
alteragdo reside na prépria génese do comportamento voluntario e motivado.

De acordo com este conceito, apatia enquanto redugdo de um comportamento
direccionado, motivado, traduz uma disfuncdo a nivel da elaboracdo, da
execucdo ou controlo desse comportamento (193). Surge quando os circuitos
que geram e controlam uma acgdo voluntdria e motivada estdo alterados, o
que desde muito cedo se correlacionou com o cértex pré-frontal (194, 195).
Noutras doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e a
paralisia supranuclear progressiva, a apatia tem sido repetidamente
referenciada, aparecendo como manifestagdo clinica da disrupcao dos
circuitos cortex pré-frontal-ganglios da base, ja identificados e implicados na
génese dos comportamentos auto gerados, intencionais. Estes circuitos
estabelecem ligacoes entre o cortex pré-frontal e os ganglios da base (GB)
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particularmente o estriado e o palido interno, o que faz com que a apatia surja
em situagdes de lesdo quer do cortex pré-frontal quer dos GB, ndo estando
ainda totalmente esclarecido o mecanismo patofisiolégico para esta
fenomenologia comum.

Estao identificados pelo menos cinco circuitos paralelos que conectam o cortex
frontal aos GB (196), e sdo conhecidos os neurotransmissores que modulam a
sua accao. Dois circuitos, o primeiro com origem na area motora suplementar,
e o segundo com origem na area visual frontal oculomotora (Broadman 8),
estdio implicados em fungdes exclusivamente motoras. Os circuitos
dorsolateral pré-frontal, orbito-frontal e cingular anterior identificam-se de
acordo com a 4rea cortical que lhes da origem, e estdo relacionados,
respectivamente, com a funcio executiva, o comportamento social e os
comportamentos motivados (GDB). Em 2001, Litvan encontrou associagado
entre a disfuncdo destes circuitos e manifestagdes neuropsiquidtricas com
traducdo em quadros clinicos bem definidos (197). Foi demonstrado, usando
técnicas de imagiologia estrutural e funcional, o envolvimento dos diferentes
circuitos de acordo com a psicopatologia implicada. Assim, na neurose
obsessivo-compulsiva estudos imagiolégicos e de tomografia de emissao de
positroes com F18 (flaor-2-desoxiglicose) confirmaram o envolvimento dos
circuitos orbito-frontais nesta patologia, relacionando a compulsio e a ideia
intrusiva com a desregulagdo deste circuito. Na depressio da doenca de
Alzheimer e da doenca de Parkinson a imagiologia funcional mostrou
acentuado hipometabolismo no coértex orbito-frontal e dorso-lateral. A
esquizofrenia tem sido também um modelo de vasta investigacdo com as
alteracdes da personalidade e os comportamentos anti-sociais que os doentes
apresentam a serem associados a perturbacdes dos circuitos orbito-frontais.
Do mesmo modo as alteragdes no planeamento e processamento de
informacdo que traduzem disfuncdo executiva, encontram ligagdo ao circuito
pré-frontal dorso-lateral (198).

Foi a partir destes trabalhos iniciais que se definiu a sindrome do cingulo
anterior e se percebeu a importincia desta area na mediacdo de
comportamentos motivados, a sua disfuncgdo gerando apatia e
comportamentos de inibicdo (sobretudo patentes nos comportamentos que
requerem a tomada de decisdes). A apatia ocorre, assim, em diversas doengas
neurodegenerativas envolvendo o circuito cingular anterior e as estruturas
subcorticais de ligagdo. Estudos pioneiros de imagem funcional com
Tomografia Computorizada de Emissdao de Fotdes demonstraram que, na
doenca de Alzheimer na qual a apatia é um sintoma comum, existe marcada
hipoactividade e reducdo no fluxo sanguineo cerebral no cértex cingular
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anterior, e que esta alteragdo parece correlacionar-se com a magnitude do
sintoma (199).

Na DH tem sido um sintoma muito valorizado, tendo Paulsen referido a sua
presenca em mais de metade dos doentes em fase pré-sintomatica e sugerido
que a apatia pode ser um marcador da doenca (200).

Verificamos ainda, na nossa amostra, que a apatia se correlaciona com a
deterioracdo cognitiva e com o declinio funcional, ndo se correlacionando com
a existéncia de depressdo. Estes resultados reforcam a convicgdo de que apatia
e depressao sdo dimensdes distintas.

Sao escassos os estudos que relacionam depressao e apatia na DH. O estudo
de Naarding em 2009, incidindo numa populagao de 34 doentes, concluiu que
a apatia é mais frequente que a depressao e que sao dimensdes distintas. Mais
importante, concluiu ainda que a apatia se correlaciona com a deterioracao
cognitiva e o declinio funcional ao contrario da depressio que nao tem
qualquer correlagao. Neste estudo a apatia é um evento mais tardio na doenga
enquanto a depressdo surge mais precocemente (201).

Mais recentemente, foi publicado o primeiro estudo em doentes pré-
sintomaticos com alteracdes frontais, envolvendo 745 doentes classificados de
expansion- positive (202). Esta designacdo pretende reformular o conceito de
pré-sintomaticos, atendendo a que, na realidade, sdo claramente sintomaticos
em relacdo as manifestagdes psiquidtricas e comportamentais da doenga,
apenas ainda livres de sintomas motores. Neste estudo, que inclui até a data o
maior ntimero de individuos, os participantes do Predict-HD, os portadores da
mutacdo (expansion positive) apresentaram significativas alteracdes que os
autores apelidaram de comportamentos frontais. Neles se incluem a apatia, a
desinibi¢ao e a sindrome disexecutiva. Este é o mais importante estudo sobre
alteracdes comportamentais na DH, incidindo em comportamentos que
aparentam estar na dependéncia dos circuitos pré-frontais subcorticais. Na
DH, a apatia, a disfungdo executiva e a desinibicdo sdo manifestagdes precoces
da doenca. A estes sintomas de envolvimento frontal os autores acrescentam a
perda de insight, ou seja a deficiente consciencializacdo dos seus préprios
défices. Os autores utilizaram uma escala de avaliacdo de diversos dominios
comportamentais frontais, a Frontal System Behavioral Scale, com subescalas
direccionadas a quantificagdo da apatia, da desinibicao e da fungao executiva.
O estudo é complementado com investigacdo imagiolégica por Ressonancia
Magnética e volumetria, considerando que alteragdes na volumetria do corpo
estriado podem constituir um marcador da progressio da doenca. Os
individuos preditivos positivos foram comparados com os participantes do
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mesmo estudo que viram excluida a situagdo de portadores da mutagao. Os
resultados deste estudo, o primeiro a especificamente avaliar a disfuncao
frontal na fase pré-clinica da doenga, vieram demonstrar que a apatia, a
disfuncdo executiva e a desinibicdo sao significativamente mais prevalentes
nos portadores da mutacdo, e que precedem o inicio previsivel da doenga em
mais de 10 anos. Outra importante conclusio do estudo é que as alteragdes
comportamentais frontais ndo s6 existem precocemente como se associam a
outros marcadores da progressdo da doenca, nomeadamente acompanham
alteracOes cognitivas subtis.

Todo este conhecimento faz-nos valorizar estes sintomas, sendo os achados da
nossa amostra concordantes com a literatura existente. A avaliacio dos
sintomas comportamentais pode trazer informacdes importantes sobre a
anatomia funcional do cértex frontal e as suas relacoes com os GB. Esta é uma
drea em que a imagiologia funcional trard, seguramente, um importante
contributo.

Parece claro que o envolvimento pré-frontal estriatal é dominante na DH. E
necessario, no entanto, desenvolver instrumentos que melhor explorem e
permitam mais rigorosa avaliagdo da sintomatologia clinica dai resultante.

IV.3. Discussao Terapéutica
IV.3.1.Tetrabenazina

Apenas 11 doentes foram submetidos a terapéutica com tetrabenazina e destes
s6 7 tiveram avaliacio aos 6 e 12 meses utilizando a UHDRS. Nestes doentes
(estadios 3 e 4 de Shoulson e Fahn) a média dos scores motores foi de 65.8 na
primeira avaliacdo denotando grande compromisso motor, devido a existéncia
de coreia e distonia em todos os segmentos corporais, o que constituiu um
critério de seleccdao para a utilizagao deste farmaco, disponivel exclusivamente
em farmdcia hospitalar. Ao fim de 12 meses, apesar de subjectivamente se
considerarem melhor, o score motor médio agravou 4.85 pontos, passando
para 69.71 pontos. Apenas um doente com uma dose de 75mg/dia teve
reducdo de 5 pontos na pontuacio da UHDRS. Nao havendo evidente
melhoria nos restantes doentes, também nao surgiram efeitos secundérios que
levassem a interrupcao ou ao abandono do tratamento.

A tetrabenazina é um composto introduzido em 1956, como antipsicético, por
ser um inibidor do transportador vesicular das monoaminas (dopamina,
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serotonina e noradrenalina). Apresenta também uma funcdo de antagonista
do receptor dopaminérgico poés-sindptico. Esta dupla acgdo torna-a
particularmente eficaz nos movimentos hipercinéticos (203). Em 2008 a
tetrabenazina foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) com
indicagdo para o tratamento da coreia na DH, e é até ao presente o tinico
farmaco aprovado para esta doenca. E um depletor dopaminérgico que actua
como inibidor reversivel do transportador vesicular das monoaminas tipo 2
(VMAT2 -vesicular monoamino transporter type 2), apresentando maior
selectividade para a dopamina do que para as outras monoaminas. O maior
namero de locais de ligagao situa-se no estriado, putamen e ndcleo acumbens,
areas que se sabe serem as inicialmente atingidas na DH. A sua ligacdo ao
VMAT2 é reversivel, com duracdo de accdo de algumas horas, o que o
diferencia de outros agentes como a reserpina, e lhe confere muito menor
namero de efeitos secundarios. O seu efeito anticoreico e noutros movimentos
involuntérios é conhecido desde os anos sessenta, mas a sua eficdcia na coreia
da DH foi convincentemente demonstrada num estudo duplamente cego,
versus placebo, conduzido pelo Huntington Study Group em 2006 (204). Nesse
estudo, que englobou 84 doentes, a dose de tetrabenazina foi titulada de forma
progressiva até 100 mg/dia, sendo o objectivo primdrio a reducdo da coreia
avaliada segundo a UHDRS. Os resultados demonstraram uma reducdo de 5
pontos nesta escala, no item que quantifica os movimentos coreicos nos
diversos segmentos corporais. Cerca de 50% dos doentes medicados com
tetrabenazina tiveram uma reducdo superior a 6 pontos na avaliacdo da coreia,
resultado francamente positivo, o que, aliado a sua relativa boa tolerabilidade
levou a aprovagao deste farmaco numa doenca considerada até entdo 6rfa. Os
efeitos secundérios mais frequentes desta terapéutica sio a ocorréncia de
fadiga, nduseas, sonoléncia e insénia. Como aconteceu um suicidio durante o
estudo, as recomendagdes na sua utilizacdo impdem regular monitorizacao
para despiste de agravamento dos sintomas depressivos e risco de suicidio.
Posteriormente, o Huntington Study Group realizou um ensaio com seguimento
dos doentes mais prolongado, 80 semanas, com resultados também positivos,
particularmente no que se refere ao controlo dos movimentos coreicos (205).

O ntmero de doentes tratados por nés é pequeno, e em estadios avangados da
doenca, o que pode condicionar a aparente auséncia de resposta na avaliagdo
motora. Efectivamente na nossa amostra, ao considerarmos todos os doentes
submetidos a diversas outras terapéuticas, apercebemos que 46 doentes
agravaram o seu score motor (55.3 %) e s6 25 apresentaram uma melhoria ao
fim de um ano de seguimento.

Nos doentes que agravaram o score motor ao fim de um ano, procurdmos
saber a relacdo com o nimero de repeticdes CAG, isto €, esclarecer se uma
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pior evolugao se correlacionaria com uma maior expansio do trinucleétido
CAG. Na realidade, nos 46 individuos que apresentaram um declinio da
funcdo motora, a média de CAG no alelo expandido foi de 43.2 e nos 25
doentes que viram melhorada a sua funcdo motora ao fim de 12 meses a
média foi de 44.8. Parece, assim, que a deterioracdo motora ao longo de um
ano é independente do ntiimero de repeticdes CAG, o que teoricamente estaria
relacionado com progressio mais rapida da doenga. No entanto os doentes
tinham estadios e tempo de doenca diversos, pelo que ndo podemos inferir
haver relacdo da expansao de repetigdes CAG com a evolugao no espago de
um ano.

IV.3.2. Pridopidina

Em Fevereiro de 2009 inicidimos um estudo com dez doentes, em estadios?2 e 3
de Shoulson, num ensaio de fase IIl, multicentrico, utilizando a substancia
pridopidina, um modulador dopaminérgico (206). Este ensaio conhecido como
MermaiHD incluiu 437 doentes, randomizados em varios centros europeus e
demonstrou que a pridopidina melhora a fungdo motora na DH,
particularmente os movimentos voluntirios e com beneficio ainda sobre
alguns movimentos involuntarios. O ensaio durou 26 semanas e os doentes
foram divididos em dois bracos: um em que a dose administrada foi de 45 mg
uma vez por dia e o outro em que a dose de 45mg foi administrada duas vezes
ao dia. A eficacia verificou-se no braco que fazia duas tomas por dia. Apesar
destes resultados promissores, a avaliagio dos nossos doentes ao fim de um
ano de prossecucao do tratamento, entdo ja em fase aberta, ndo confirmou esta
melhoria.

A média do score motor na nossa série, no inicio do tratamento foi de 42.6,
sendo ao fim de um ano de 46.5. Os doentes apresentaram poucos efeitos
adversos, ndo levando a interrupcdo do tratamento em nenhum deles, e
referindo melhoria subjectiva que se objectivava de forma modesta aos seis
meses de avaliacdo, mas ndo sustentada aos 12 meses. Se, por um lado, alguns
movimentos involuntarios melhoraram, nomeadamente a coreia segmentar e
do tronco, a ocorréncia de rigidez, as alteragdes posturais e da marcha fizeram

deteriorar o score motor total.

Em conclusdo, até ao momento nenhuma terapéutica dirigida ao sistema
dopaminérgico é suficientemente eficaz no controlo das perturbagdes do
movimento da DH.
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IV.3.3. Memantina

A memantina é um antagonista do receptor N-metil-D-aspartado (NMDA)
ndo competitivo. Na DH a toxicidade pelo glutamato é um dos mecanismos
reconhecidamente implicados ndo s6 na neurodegenerescéncia como também
na propria génese do movimento alterado, a coreia. A inibi¢cado do glutamato
reduz a preproencefalina que estd associada a movimentos hipercinéticos
particularmente coreicos. Este é o fundamento tedrico para a utilizacdo da
memantina em doentes com DH, depois do seu mecanismo de acgao ter sido
detalhadamente avaliado, em estudos que precederam a sua experimentagao
nas doengas neurodegenerativas (207).

Utilizamos este farmaco em 14 doentes, em varios estadios de doencga, sendo
unico critério de utiliza¢do a decisdo médica. Foi utilizado num estudo aberto,
em associacdo com a polimedicacdo a que os doentes estdo submetidos. A
dose foi titulada até 20mg/dia e avalidimos os doentes aos trés e seis meses de
tratamento. Em 6 doentes a dose utilizada ndo ultrapassou os 10 mg/dia, por
intolerancia e agravamento sintomatico. Durante este periodo de avaliacdo a
terapéutica concomitante manteve-se inalterada na maioria dos casos.

A avaliacdo foi a padronizada para as visitas regulares, utilizando a UHDRS.
Os resultados merecem apenas um comentario atendendo ao pequeno nimero
de doentes tratados, e a dificil apreciacdo de eficacia de um farmaco tendo em
conta a vasta medicagdo associada. No entanto, com 20 mg, os doentes
melhoraram aos trés meses o score motor e comportamental. A avaliacdo
cognitiva foi feita aos seis meses e nesta nao encontrdmos qualquer alteracao.
Os doentes toleraram bem o farmaco, tendo surgido efeitos secundarios que
levaram a suspensdao em 4 doentes.

A memantina estd aprovada para o tratamento da Deméncia de Alzheimer
(208), tendo uma fungao inibitéria da fosforilagdo da proteina tau em
associacao a fun¢ao glutamatérgica. Varios modelos animais demonstraram
modificagdo com a memantina inclusivamente um modelo de DH, podendo
ser o mecanismo descrito o que estd na origem da sua accdo na melhoria
cognitiva. A memantina nao estimula a libertacdo dopaminérgica e tem menor
accdo anticolinérgica o que constituem vantagens sobre outros agentes
inibidores dos receptores NMDA, nomeadamente a amantadina, potente
anticolinérgico e como tal passivel de agravar a coreia e a funcao cognitiva.

Nao sendo objectivo deste trabalho a avaliagdo terapéutica porque os
farmacos utilizados nesta amostra foram variados, utilizados em associacdo e
principalmente porque existiram poucos periodos em que se manteve um

103



Discusséo

farmaco em dose estavel, apenas fazemos um comentario a polimedicagao
utilizada.

Todos os doentes, sem excepcao, estdo ou estiveram sob terapéutica
neuroléptica. Nesta amostra o haloperidol e a risperidona sdo, desta classe de
farmacos, os mais utilizados.

Apesar de largamente usados tanto para o tratamento das manifestagdes
psicéticas como para o tratamento da coreia, ndo existem estudos controlados
versus placebo, que avaliem a eficacia dos anti-psicéticos na DH. Nenhum dos
neurolépticos classicos provou eficacia anti-coreia. Existe um pequeno estudo
de avaliagdo da eficicia do haloperidol em 10 doentes que demonstrou uma
redugdo superior a 30 % nos movimentos coreicos, utilizando doses entre 1.5 e
10mg por dia (209). O risco dos efeitos tardios desta terapéutica, discinésia
tardia, acatisia e apatia, ndo tém sido quantificados e sdo complicagdes dos
depletores dopaminérgicos que podem ser particularmente problematicas nos
doentes com DH. Os antipsicéticos atipicos, porque tém menos efeitos
secundarios e superior tolerabilidade, tém sido utilizados na DH. A
risperidona, apesar de muito usada, nao tem a sua utilizagdo fundamentada
em nenhum estudo controlado e publicado. A sua eficacia tem sido descrita
em casos isolados. Existe um ensaio com a olanzapina que também evidenciou
redugdo nos sintomas coreicos (210). A clozapina usada até 150 mg dia, apesar
de eficaz, demonstrou diversos efeitos secundéarios, desde sonoléncia a
manifestacdes anticolinérgicas com agravamento na marcha. A quetiapina tem
sido tentada, existindo ensaios, ndo randomizados e ndo controlados
abrangendo um pequeno nimero de doentes, com resultados de sucesso
varidvel (211). Mais recentemente tem sido utilizado o aripripazole, um anti-
psicético de segunda geracao por apresentar um perfil de acgdo particular que
lhe confere maior seguranca. Actua como agonista parcial dos receptores
dopaminérgicos D2 e serotoninérgicos 5SHTIA, e como antagonista dos
receptores SHT2A, o que lhe confere excelente tolerabilidade e menor
sonoléncia. No entanto, nao apresenta beneficio sobre os outros antipsicéticos,
tendo risco sobreponivel de ocorréncia de discinésia tardia (212).

Os anti-depressivos sdo utilizados sem particular preferéncia por nenhuma
das classes pelo que ndo é possivel inferir qualquer conclusao sobre maior ou
menor eficicia de algum grupo sobre outro.

Em 2007 foi publicado um estudo utilizando a sertralina, um bloqueador
selectivo do reuptake da serotonina, num modelo animal de DH (R6/2 HD).
Em estudos prévios fora demonstrado que a patogenia da doenga é também
mediada pela reducdo dos factores neurotroéficos - Brain Derived Neurotrophique
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Factors (BDNF). Os bloqueadores da recaptagdo da serotonina podem
aumentar os niveis de BDNF, incrementando assim a neurogénese. Este
estudo demonstrou que a sertralina aumentou a performance motora e
prolongou a sobrevida no modelo animal. Verificou-se também um aumento
da neurogénese e aumento dos niveis de BDNF dos cérebros dos animais
tratados com sertralina. Concluiu-se pelo efeito neuroprotector da sertralina
num modelo animal, ndo existindo estudos sobreponiveis no humano.

Apesar de intensa investigacdo e do extraordindrio avanco no conhecimento
dos mecanismos celulares envolvidos na patogénese da DH, nao existe, até ao
momento, qualquer terapéutica neuroprotectora ou modificadora do curso da
doenga. Assim sendo, o tratamento é puramente sintomatico, e a terapéutica
seleccionada em cada momento dependente da manifestacdo clinica
dominante ou mais incomodativa. A variedade de sintomas é grande, a coreia
é 0 mais comum dos movimentos involuntarios mas distonia, mioclonias,
tiques ou parkinsonismo sao habituais e necessitam abordagens terapéuticas
diferentes. Como ja4 referido, as manifestacdes psiquidtricas e
comportamentais sao frequentes nesta amostra, sendo as mais comuns a
irritabilidade, a ansiedade e a depressao, sintomas que trazem incapacidade e
necessitam de tratamento. Muitas terapéuticas sdo utilizadas, mas nao existem
estudos duplamente cegos e suficientemente longos que fornecam evidéncias
suficientes para permitir estabelecer recomendagoes terapéuticas.

IV.4. Qualidade de vida na DH

A Organizacio Mundial de Satude define qualidade de vida (QV) como “a
percep¢dao do individuo da sua posicdo na vida no contexto da cultura e
sistema de valores nos quais vive e em relacdo aos seus objectivos,

7”7

expectativas, padroes e preocupacgoes...” (213).

O bem-estar fisico e psicossocial de doentes com DH estd comprometido quer
pelas alteragdes motoras, quer pela disfungdo cognitiva ou comportamental
que acompanham a doenca (214), sendo o primeiro objectivo de qualquer
intervencdo terapéutica a melhoria da qualidade de vida do doente e da sua
familia. Conhecendo-se muito pouco sobre a percepcdo subjectiva que os
doentes tém sobre a sua qualidade de vida, foi objectivo deste estudo avalia-
la, o que foi feito em 23 doentes consecutivamente observados em consulta.
Excluimos a existéncia de deterioracdo cognitiva utilizando o Mini-Mental
State-Examination (MMS), como teste rdpido de rastreio de deméncia. Na
avaliacdo da qualidade de vida foram valorizadas as respostas obtidas na
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aplicacdo do SF-36, um questionario genérico constituido por 36 itens, descrito
na seccao de material e métodos. Este questionario é auto-administrado pelos
doentes. Os resultados que obtivemos nesta pequena amostra sao semelhantes
aos reportados noutros estudos que avaliam a QV na doenca (129).

As dimensdes da qualidade de vida (fisica e mental) encontram-se afectadas
nos doentes com DH e as pontuacdes nestas escalas sdo inferiores as de uma
populagao normal. Para melhorar a dimensao fisica da qualidade de vida é
importante valorizar os tratamentos actualmente disponiveis, incluindo
abordagens de reabilitacdo funcional. Alguns autores, entre eles, Busse (215),
concluiram que existe uma subutilizagio de servicos de terapia fisica no
tratamento de DH, particularmente em estadios iniciais, e que o controlo das
quedas e do défice de mobilidade é um tratamento chave nestes doentes.

Existem estudos recentes (129, 214) que mostram a influéncia dos sintomas
psiquidtricos na QV dos doentes, sendo estes os que mais a prejudicam,
nomeadamente a depressio que é o factor preditivo mais importante da
deterioracao de qualidade de vida na DH. Outros estudos, como o de Ready e
colaboradores (216), defendem que os sintomas neuropsiquidtricos nao estao
significativamente associados a qualidade de vida, nesta doenga.

No nosso estudo, o score da componente comportamental da UHDRS segundo
o coeficiente de Spearman ndo se correlacionou significativamente com
nenhuma das dimensdes da qualidade de vida dos doentes. No entanto, a
depressao estava presente em cerca de 70% dos doentes e 78% tomavam
medicacdo anti-depressiva. A depressdo é responsdvel por défices fisicos,
dependéncia nas actividades de vida didria, limitagdes na participagdo social e
alteracdo nas perspectivas para o futuro. O apoio e o suporte da familia e dos
amigos sdo essenciais, assim como o apoio social, promovendo uma melhor
adaptacao psicossocial e aumentando a adesao ao tratamento (217).

Os resultados demonstram que as alteracdes motoras e capacidades cognitivas
influenciam sobretudo a dimensdo fisica da qualidade de vida e em menor
grau a funcdo social. No entanto, a capacidade funcional é o principal
determinante da qualidade de vida (fisica e mental), como sugerem os
resultados dos estudos que mostraram que a capacidade funcional se
correlaciona significativamente com a Fungdo Fisica (FF), o Desempenho
Fisico (DF), a Satude em Geral (SG) e a Funcdo Social (FS). Ready e
colaboradores (216) concluiram que as alteracdes funcionais e de capacidades
cognitivas tém grande influéncia na qualidade de vida dos doentes com DH.
Ho e colaboradores (129) encontraram uma associacdo estatisticamente
significativa entre CFT e as dimensdes fisicas e mentais do SF-36, concluindo
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que os factores-chave para a qualidade de vida em doentes com DH sdo a
incapacidade funcional e também as alteracoes depressivas.

Um facto interessante que também deve ser tido em consideragao é que niveis
maiores de qualidade de vida podem estar associados a uma menor percepgao
da doenca e das suas consequéncias por parte destes doentes (218).

Em conclusdo, a qualidade de vida nos doentes desta amostra encontra-se
diminuida, devido sobretudo ao compromisso da capacidade funcional. Para
que possa ser melhorada é necessdria uma intervencdo global que inclua
assisténcia médica, fisioterapia, educagdo e suporte psicossocial ndo sé do

doente como da sua familia.

As limitagdes deste estudo sdo a dimensio reduzida da amostra e o facto de
seleccionarmos como critério de inclusdo doentes com MMSE normal o que
pode ter criado um viés de referéncia. Esta seleccdo foi necessdria para a
valorizagdo das respostas dos doentes, atendendo a que a avaliagdo se centra
num questionario de auto preenchimento.

IV.5. Disfun¢ao mitocondrial

Um dos mecanismos propostos para a morte neuronal nas doencas
neurodegenerativas é a disfuncdo mitocondrial, existindo um ntimero
suficiente de evidéncias que provam o seu envolvimento na patogénese da
DH. O mecanismo de faléncia energética foi, desde cedo, relacionado com a
acentuada perda de peso que ocorre nos doentes, sendo esta atribuida a uma
alteragdo precoce na cadeia respiratéria mitocondrial e consequente
deficiéncia no fornecimento energético da célula (219). Por outro lado, também
a tomografia de emissdo de positrdes revelou, na DH, uma diminuicdo da
utilizacdo da glicose no estriado precedendo a atrofia dessa area cerebral, o
que pde em evidéncia o baixo consumo energético dessa regiao (220). Varios
estudos demonstraram que estas alteracdes ocorrem antes do inicio dos
sintomas clinicos, sugerindo que a disfuncdo mitocondrial e consequente
défice energético desempenha um papel importante na patogénese da doenca
(221, 222). Desde muito cedo se procuraram alteracdes morfologicas e
funcionais nas mitoc6ndrias cerebrais e, em 1974, surgiu a primeira referéncia
ao deficit na enzima succinato desidrogenase encontrado no nucleo caudado e
no cortex de cérebros de doentes estudados post-mortem (223). Desde entdo
sucederam-se estudos confirmando a reducao da actividade do complexo II no
ntcleo caudado, do complexo III no ntcleo caudado e putamen, e do

107



Discusséo

complexo IV no putamen de doentes com DH (224, 225). Estes resultados
foram, no entanto, valorizados com alguma prudéncia porque correspondiam
a determinacgdes efectuadas em cérebros de doentes em estadios de doenca
avangada, com atrofia estriatal marcada, pelo que as alteragdes referidas
poderiam resultar do intenso processo de morte glial e neuronal.

Estudos em modelos animais tém confirmado o papel da disfuncdo
mitocondrial na patogénese da DH. A administragdo por via sistémica de
acido 3-nitropropionico (3-NP), inibidor irreversivel do complexo II da cadeia
respiratéria mitocondrial, produz em ratos e primatas degenerescéncia
electiva do estriado, com envolvimento dos neurénios espiculados de
tamanho médio, o que se traduz clinicamente na ocorréncia de movimentos
anormais e défice cognitivo com particular alteracdo na fungdo executiva
(226). A ingestao acidental do 3-NP no humano, num caso reportado na
literatura, produziu lesdes selectivas nos ganglios da base com movimentos
distonicos generalizados, sintomas semelhantes aos observados na DH (227).
Ficou também demonstrado que uma alteragao energética induzida pelo 3-NP
em modelos primatas ndo humanos e roedores pode replicar as caracteristicas
clinicas e patofisiolégicas da DH nestes animais, incluindo o desenvolvimento
de movimentos coreiformes, alteragdes cognitivas progressivas e a
degenerescéncia do estriado (228).

As mitocondrias estriatais contém mais ciclofilina-D do que as mitocondrias
corticais e sdo mais sensiveis a permeabilidade induzida pelo célcio (229),
nomeadamente através da abertura do poro da membrana mitocondrial,
designado poro de permeabilidade transitéria (permeability transition pore,
mPTP). Atendendo a que as principais alteracdes patolégicas da doenca
surgem no estriado, a conhecida vulnerabilidade desta 4drea cerebral parece
estar relacionada com o aumento da permeabilidade das mitocondrias
estriatais e consequente desregulacdo na entrada de cdlcio intra-celular. A
huntingtina mutada reage directamente com a membrana mitocondrial, facto
evidenciado com microscopia electrénica. A disfungdo mitocondrial é
manifesta em dois modelos animais de DH, o ratinho knock-in 150/150, e o
ratinho R6/2. Nestes dois modelos, as mitocondrias demonstraram uma
sensibilidade aumentada a abertura do mPTP induzida pelo calcio e uma
redugdo significativa em aconitase, enzima do ciclo de Krebs, com diminuicao
da actividade do complexo IV, quer no estriado quer no coértex cerebral
Provou-se ainda que esta deficiéncia precede a morte neuronal no modelo

R6/2, parecendo, por isso, ser a sua causa (230).

Estudos recentes em linfoblastos de doentes com DH revelaram aumento da
despolarizacdo mitocondrial em relagdo aos controlos quando estas células
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foram submetidas a accdo de toxinas que exercem o seu efeito sobre o
complexo II e IV, demonstrando uma susceptibilidade aumentada aos
estimulos indutores de apoptose (231).

Por outro lado, a nivel dos tecidos periféricos, encontrou-se diminuicao da
producao de lactato no musculo dos doentes com DH (232). As mitocondrias
de células que expressam a htt mutada demonstram diminuicdo do potencial
de membrana, defeito na homeostase do Ca2* com aumento da
susceptibilidade a permeabilidade induzida pelo Ca2+ (233).

Nos doentes em estadios avancados da doenga, a actividade dos complexos II,
III e IV da cadeia mitocondrial de transporte de electrdes encontra-se marcada
e selectivamente reduzida nos nucleos caudado e putamen, sugerindo que a
reducdo na fosforilagdo oxidativa cerebral é importante na patogénese da
doenca. Também em tecidos periféricos, particularmente no tecido muscular,
foi demonstrado o compromisso da actividade enzimatica do complexo I nos
doentes com DH (234).

Foi de igual modo demonstrado que a huntingtina mutada, localizada dentro
do nucleo, interage directamente com os factores de transcricdo nucleares e co-
factores, contribuindo para a toxicidade celular (235). Os agregados proteicos
originam alteracdes no trafego das mitocondrias no que é o seu normal fluxo,
fazendo com que se acumulem junto a esses agregados, tornando-se iméveis e
funcionalmente inactivas. A huntingtina mutada interage deste modo
directamente com as mitocondrias alterando os mecanismos de trafego
mitocondrial e consequente disfungdo neuronal (236).

Todas estas evidéncias vém demonstrar o importante papel da mitocéndria na
patogénese da doenca.

No trabalho que aqui apresentamos, usando cibridos como modelo celular de
investigacdo, demonstrdmos a existéncia primdria de alteracdes em vias
metabdlicas mitocondriais.

Existem vérios modelos de investigacdo laboratorial direccionados ao estudo
da disfuncdo mitocondrial, sendo o modelo celular fornecido pelo cibridos de
doentes versus cibridos de controlos saudaveis a técnica que utilizamos.
Cibridos sao sistemas citoplasmaticos hibridos, produzidos através da fusao
de células humanas de teratocarcinomas as quais foi extraido todo o DNA
mitocondrial (células rho-0 NT2), com plaquetas de doentes HD (237). Este
modelo permite estudar isoladamente as alteragdes provenientes das
mitocondrias do doente.
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Em trabalhos anteriores j& demonstramos que os cibridos dos doentes
apresentam maior vulnerabilidade ao stress oxidativo induzido pelo acido 3-
NP, aumento da libertacdo de citocromo ¢ e morte celular em comparagdo com
os cibridos dos controlos saudaveis (131). Neste trabalho demonstramos agora
que a produgdo endégena de ATP nos cibridos de doentes é maior que nos
cibridos dos controlos sauddveis e que para além disso, esta diferenca é
parcialmente revertida quando os cibridos sao expostos ao 3-NP, ocorrendo
entdo uma diminuicdo nos niveis endégenos de ATP, observada apenas nos
cibridos dos doentes e ndo nos cibridos dos controlos. Esta diminuicdo de ATP
pode estar relacionada com o aumento da morte celular por apoptose
originada pela exposi¢ao ao 3-NP. Também demonstramos que nos cibridos
dos doentes ndo existe alteracdo nas enzimas dos complexos I-IV da cadeia
respiratéria mitocondrial, mas existe uma ligeira diminuicdo no potencial de
membrana mitocondrial em comparacio com os cibridos dos controlos.
Verificamos também que o aumento nos niveis de ATP se correlaciona com o
aumento na razdo lactato/ piruvato e que esta relacdo diminuiu se for inibida a
via da glicdlise. Isto traduz um aumento no metabolismo glicolitico observado
nos cibridos dos doentes. Ainda nestas mesmas condi¢cdes as mitocOndrias
continuam a suportar a formacdo de ATP. As alteracdes no metabolismo
energético resultantes do compromisso da metabolizacio da glicose nos
doentes com DH tém sido comprovadas pela existéncia de niveis elevados de
lactacto no estriado e no cértex cerebral de doentes (238). Do mesmo modo ja
foi demonstrado o aumento da relacdo lactato/ piruvato no liquor de doentes,
acompanhando uma diminui¢do do metabolismo da glicose nas células
astrocitarias estriatais, com preservacdo do metabolismo do oxigénio
alteragdes estas, que se detectam em fases precoces da doenca (239). Neste
trabalho verificamos que a actividade da G-6PD, uma enzima chave na via das
pentoses, estd diminuida nos cibridos dos doentes, sugerindo que a
metabolizagdo da glicose se faz através da via glicolitica. Observamos que
ocorre significativa reducdo na producdo total de ATP nos cibridos dos
doentes quando inibimos a glicélise. Embora os niveis de fosfocreatina sejam
semelhantes entre os cibridos de doentes e controlos, a inibicdo da glicolise
aumentou significativamente o consumo de fosfocreatina nos cibridos de
doentes. A hidroélise da fosfocreatina pode compensar o decréscimo em ATP
intracelular, dado que pode funcionar como uma fonte energética alternativa.
No entanto, ao inibir-se a formacdo de ATP mitocondrial pela oligomicina, os
niveis de fosfocreatina ndo sofreram alteracdo. Estudos prévios ja tinham
demonstrado um decréscimo na relacao fosfocreatina/ fosfato, no musculo dos
doentes em comparagdo com os controlos (232), e também um atraso na
recuperagao dos niveis de fosfocreatina em resposta ao exercicio fisico (240).
Por outro lado, o suplemento em piruvato com que as células foram tratadas,
nao fez aumentar a producdo de ATP nos cibridos dos doentes. Estando a
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glicolise inibida, esperar-se-ia, nestas condigdes, que o piruvato estimulasse a
actividade mitocondrial, como ja demonstrado (241, 242). Verificamos ainda
que a relagio NADH/NAD mitocondrial, pardmetro que reflecte o estado
redox da mitocondria, estd diminuida nos cibridos dos doentes, traduzindo
uma alteragdo na fun¢do mitocondrial a um nivel que antecede a fosforilagao
oxidativa.

A nivel mitocondrial a producdo de NADH esta dependente da actividade das
desidrogenases, tais como a piruvato-desidrogenase, e outras desidrogenases
do ciclo de Krebs. Neste trabalho encontrdmos uma diminui¢ao significativa
na actividade da PDH nos cibridos dos doentes. No entanto, a actividade da
alfacetoglutarato-desidrogenase encontra-se aumentada, o que pode sugerir
um mecanismo compensatério que tenta contrabalancar a diminui¢do na
producao de NADH através da piruvato-desidrogenase. As desidrogenases
mitocondriais sdo enzimas altamente reguladoras cuja actividade é afectada
quer pela disponibilidade dos substractos e cofactores, quer por expressao
enzimatica alterada.

O decréscimo da actividade da piruvato-desidrogenase ja foi observado no
caudado e putamen de doentes com DH (243), e correlaciona-se com o tempo
de duragdo da doenca (244). Também ja foi demonstrado que a piruvato
desidrogenase estd diminuida no estriado de ratinhos transgénicos R6/2, e
que esta diminuigcdo parece relacionar-se com a idade do animal (245).

Neste estudo encontramos também aumento dos niveis de glutamato
mitocondrial, acompanhando niveis normais de aspartato, o que poderé ser
consequéncia dum aumento na sintese, no metabolismo ou no transporte do
glutamato. Este aumento é improvavel que provenha da conversdo do
aspartato em glutamato por transaminacdo ou da conversio da glutamina em
glutamato por desamidacdo uma vez que nao detectamos alteragdo dos niveis
de aspartato e glutamina nos cibridos dos doentes. Encontramos uma
diminui¢do da alanina mitocondrial, o que sugere um aumento na actividade
da alanina-transaminase. Na realidade o glutamato mitocondrial é utilizado
pela alanina-aminotransferase (na matrix mitocondrial) para produzir o
piruvato, através da conversao da alfacetoglutarato e alanina em glutamato e
piruvato.

Estes resultados estdo em concordancia com os trabalhos de Koroshetz (238),
que encontrou uma diminuicdo de alanina, e dos niveis de piruvato no liquido
cefalorraquideo de doentes com DH, acompanhando um aumento da razao
lactato /piruvato.
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A diminuigdo de alanina mitocondrial pode corresponder a uma tentativa de
repor os niveis de alfacetoglutarato e assim também do NADH mitocondrial, e
pode explicar o aumento de glutamato que observamos em condicGes
experimentais.

Em conclusdo: os cibridos provenientes de doentes com DH apresentam
intrinsecas  alteracdes bioenergéticas resultantes da disfuncdo das
mitocondrias. Esta disfuncdo surge como consequéncia da alteracio na
actividade enzimatica do complexo da piruvato-desidrogenase, precedendo a
fosforilacdo oxidativa e afectando também o fluxo metabdlico de aminoécidos.
A principal consequéncia deste disttrbio é a deficiente producdo do ATP, e
consequente faléncia energética celular.



CAPITULO V
CONCLUSOES

Este trabalho expressa a experiéncia de dez anos de acompanhamento de
doentes com DH e pretende descrever as caracteristicas de uma populagao de
doentes afectados por uma doenca neurodegenerativa, crénica e progressiva,
para a qual ndo existe qualquer terapéutica curativa ou neuroprotectora que
trave o seu curso inexoravel.

Os resultados aqui apresentados referem-se a uma amostra da zona centro de
Portugal, cuja origem permitiu identificar alguns nichos geograficos onde se
constata maior prevaléncia da doenca. O tempo decorrido fez com que
coexistam elementos de duas, por vezes trés geracdes, facultando-nos
informacao clinica suficiente e material biol6gico para a prossecucao de véarias
linhas de investigacao.

No estudo longitudinal, os participantes foram sujeitos a mesma bateria de
escalas de avaliacao, em dois momentos distintos, separados de um ano. Este
estudo incidiu sobre uma populagdo com doenga manifesta, e também sobre
os portadores da mutacdo patogénica mas ainda numa situagdo pré-clinica,
sem manifestagdes motoras da doenga, apelidados de preditivos positivos.

Para além da apresentagdo dos resultados e da interpretagao do trabalho em
curso esbocamos também algumas linhas de investigacao futura.

V.1. Epidemiologia

Pela andlise da distribuicdo geografica da doenga concluimos que dos 168
individuos desta amostra, 18 doentes pertencem a familias originarias de S
Frutuoso (Montemor-o-Velho); 8 sdo de Oliveira de Azeméis e 7 de Seia. A
identificacao de focos de doenca indiciou a existéncia de um fundador comum
em cada um destes ntcleos. A partir da recolha exaustiva da informagao sobre
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todos os doentes e familiares em risco destas familias, o que nao foi feito,
pretendemos lancar as bases para um estudo epidemiolégico. Sendo
considerada uma doenga rara, ndo existem estudos para a populagado
portuguesa que permitam caracterizar a sua dimensdo entre noés, facto que
reportamos de particular importancia.

V.2. Diagnéstico genético

Concluimos que, nesta populacao, o valor médio da expansao do trinucleétido
CAG é de 43.5 repeticOes e, quanto maior o nimero de repeticdes CAG, mais
precoce a idade de inicio dos sintomas. No entanto, esta relacdo foi
responsavel por apenas45.9 % da variancia na idade de inicio, pelo que a accao
de genes modificadores parece ter aqui um papel importante. O passo
seguinte seria, nas familias que possuem pelo menos trés elementos afectados
e cobrem duas geracdes, investigar a accdo de genes modificadores,
nomeadamente do gene codificador do PGC-1a, um regulador transcripcional
mitocondrial e ja identificado como interferindo no curso da doenca.
IdentificAmos 14 familias com mais de trés elementos afectados e verificAmos
que a distribuicdo do ntimero de repeticdes CAG dentro de cada familia ndo é
aleatoria, existindo diferengas significativas entre elas. Falta investigar que
factores condicionam as diferencas fenotipicas dentro dos elementos da
mesma familia, nomeadamente no que diz respeito a idade de inicio e
caracteristicas dos sintomas inaugurais. Sintomas estes, que ditam o momento
crucial de passagem de um individuo de um estadio de preditivo positivo,
portador assintomatico, pré-clinico, pré-sintomético, expansion-positive, a
Doente.

Concluimos também que em 4.5% dos individuos com um teste preditivo
positivo o alelo expandido é de classe 3, isto é de penetrancia incompleta, com
um numero de repeticdes CAG entre 36 -39 e instabilidade meittica. Interessa
acompanhar a evolugao destes individuos e perceber se a sua progressao sera
ou ndo mais benigna que os restantes individuos preditivos positivos e
doentes que apresentam um alelo com penetrancia completa.

V.3. Apatia

A apatia é frequente, antecedendo os sintomas motores da doenca. A sua
presenca nos individuos em risco confere, como vimos, uma forte
probabilidade de se tratar de portadores da mutagdo. A apatia como
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manifestacdo clinica traduz-se numa marcada reducdo nos comportamentos
direccionados, determinados pela vontade, guiados por um objectivo, e indica
uma alteracdo nos circuitos pré-frontais de ligacdo aos ganglios da base,
circuitos que estdo relacionados com os comportamentos voluntarios.
Considera-se que a apatia tem uma componente cognitiva, emocional e
comportamental, estando estas categorias associadas a diferentes substratos
anatémicos. A componente emocional da apatia traduz disfuncdo do circuito
orbito-frontal e medial, de ligacdo ao estriado ventral, circuito considerado
essencial nos mecanismos de recompensa. A componente cognitiva da apatia
usa o circuito frontal dorso-lateral, que se projecta na porcao dorsal do nucleo
caudado, e serve o0s comportamentos voluntirios, direccionados, com
objectivo.

Ao concluirmos que a apatia é um sintoma frequente nos individuos pré-
sintomaticos, podemos considerar que estes circuitos estdo precocemente
alterados na DH. Neste momento, grupos de investigagdo procuram criar
instrumentos que permitam avaliar estas componentes, sendo este um dos
campos que pretendemos aprofundar. Como investigacao futura, nestes
individuos pré-sintomaticos que identificimos com apatia, é nosso objectivo
realizar ressondncia funcional para melhor conhecer o substrato anatémico
destas alteracdes.

Do mesmo modo serd a disfuncdo destes circuitos que estd em causa no
processamento da aprendizagem implicita, pelo que esta serd também uma
linha de investigacdo futura.

Verificamos ainda, na nossa amostra, que a apatia se correlaciona com a
deterioracdo cognitiva e com o declinio funcional, ndo se correlacionando com
a existéncia de depressdo. Estes resultados refor¢am a convicgdo de que apatia
e depressdo sdo dimensdes distintas.

V.4. Evolugao da doenga

Ao fim de um ano de evolucao a deterioracio motora da doenga foi marcada,
enquanto no aspecto comportamental e cognitivo o intervalo de um ano nao é
suficiente para detectar grandes variacdes. Concluimos que a marcha é um
dos sintomas motores que sofre maior alteracdo com a evolucdo da doenca,
condicionando marcada incapacidade. Tem madaltiplas componentes,
necessitando de maior intervencdo terapéutica, ndo necessariamente
farmacolégica, uma vez que é uma das manifestagdes da doenca que expressa
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pior resposta a qualquer um dos grupos terapéuticos que utilizamos. A
marcha estd comprometida quer pela coreia dos membros inferiores, quer pela
impersisténcia no acto motor voluntario, quer ainda pela presenca de
variacdes do tonus com alternancia entre hipertonia e hipotonia. Estas
alteracdes interferem com a manutencdo da postura e sdo responsaveis pelas
quedas frequentes que os doentes sofrem. A terapéutica farmacolégica nesta
situagdo é ineficaz, pelo que o desenvolvimento de adequados programas de
tisioterapia tem aqui toda a indicagao.

Constatamos ainda, dentro da avaliagdo motora dos doentes, que os
movimentos oculares sofrem marcada alteragdo em apenas um ano de
evolucdo. Mais acentuada ¢é a alteragdo nas sacadas verticais, o que sugere que
o substrato anatémico desta funcdo se localiza nas areas cerebrais mais
precocemente afectadas pelo processo de neurodegenerescéncia. O auxilio da
imagiologia funcional e volumetria podera trazer também aqui algum
esclarecimento.

V.5. Terapéuticas utilizadas
Nenhuma terapéutica é sustentadamente eficaz. O grande interesse no
reconhecimento dos sinais iniciais de doenca e na procura de biomarcadores,
reside na possibilidade de muito precocemente se submeterem os doentes a
substancias neuroprotectoras ou neuromodeladoras, objectivo este, até ao
momento nao conseguido.

V.6. Qualidade de Vida

A qualidade de vida esta alterada nos doentes e, independentemente do
estadio em que se encontram, estes tém a percepcao dessa perturbacao. Os
resultados deste estudo demonstram que as alteracdes motoras e das
capacidades cognitivas influenciam sobretudo a dimensao fisica da qualidade
de vida. Em menor grau é a funcdo social, de seguida, a sofrer a influéncia
dessas alteracdes. No entanto, a capacidade funcional é o principal
determinante da qualidade de vida (fisica e mental). Outras avaliagdes se
impunham para complemento desta investigacdo, nomeadamente a avaliagao
da percepcdo que os prestadores de cuidados tém da qualidade de vida dos
doentes, estudo este neste momento em curso.
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V.7. Disfungao Mitocondrial

A disfuncao mitocondrial surge precocemente e constitui um dos mecanismos
implicados na patogenia da doenca. No modelo celular que utilizdmos -
cibridos de doentes com DH - encontramos um aumento nos niveis de ATP,
bem como um incremento na via glicolitica com consequente aumento da
relagio lactato/piruvato a nivel celular. Encontrdmos também uma
diminui¢do na actividade enzimatica da glicose-6-fosfato desidrogenase, o que
pode indiciar uma diminuicdo da via das pentoses. Quando inibida a via
glicolitica os niveis de ATP diminuiram, o que se acompanhou de um
aumento da fosfocreatina nos cibridos HD. O fornecimento de piruvato nao
fez aumentar os niveis de ATP, nem a fosfocreatina, sugerindo deste modo
uma alteracdo inicial na mitocondria que a impede de utilizar o seu normal
substrato.

Ao concluirmos que existe disfuncdo mitocondrial com alteracdo nas vias
metabolicas nos cibridos dos doentes com DH, pensamos que se devem eleger
novos alvos terapéuticos, e sobre eles direccionar a investigacdo de distintas
estratégias terapéuticas.
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