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“If you can't fly then run, if you can't run then walk,
if you can't walk then crawl,

but whatever you do you have to keep moving forward.”

Martin Luther King Jr.
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REsumo

Introdugdo: A doengca de Machado-Joseph (DMJ), também denominada por ataxia
espinocerebelosa do tipo 3 (SCA3; OMIM 109150; ORPHA 98757) é uma doenca neurodegenerativa
autossdémica dominante de inicio tardio, caracterizada por uma expresséo clinica variavel. A mutagdo
causal da DMJ corresponde a uma expansao instavel da repeticdo CAG no exdo 10 do gene ATXNS,
localizado em 14q32.1. Esta expans&o, traduzida num trato poliglutaminico expandido, concede a
proteina ataxina-3 uma fungao toxica. Estudos recentes sugerem que danos mitocondriais e variagdes no
DNA mitocondrial (mtDNA) desempenham um papel importante nas doengas poliglutamina (poliQ), tais
como a doenga de Huntington, a ataxia espinocerebelosa do tipo 2, a SCA3 e a atrofia muscular espino-
bulbar. A ocorréncia destes danos, através da acumulacdo de alteragbes qualitativas e quantitativas,
correlaciona-se com o declinio da fungdo mitocondrial; dada a importancia desempenhada pelas
mitocondrias em determinadas vias metabdlicas, nomeadamente, apoptéticas, estas contribuem para o
processo de envelhecimento, constituindo deste modo um fator de interesse nas doengas poliQ. As
evidéncias atuais sugerem uma maior suscetibilidade aos efeitos do stress oxidativo e uma incapacidade
de protegdo contra os radicais livres. Para a DMJ a literatura cientifica disponivel para alteragbes
mitocondriais é reduzida e com resultados controversos, contudo alguns estudos parecem sugerir que, tal
como em outras doengas poliQ, alteragbes nos mecanismos de prote¢do contra o stress oxidativo
poderdo desempenhar um papel na patogenicidade desta doencga. Sendo que a alteragdo no niimero de
copias do mtDNA foi reportada na DMJ, o objetivo principal do presente estudo consiste na avaliagdo do
potencial das alteragdes no numero de copias de mtDNA como biomarcador de estado e de progresséo
da DMJ. Sujeitos e Métodos: O estudo segue um desenho de caso-controlo, tendo sido analisada uma
amostra composta por 25 doentes de Machado-Joseph e 50 controlos emparelhados por idade e género.
A abordagem laboratorial utilizada recorreu a técnica de PCR quantitativo em tempo real, com recurso a
utilizagdo de uma sonda fluorescente e primers especificos para o fragmento a amplificar. Resultados: O
presente estudo permitiu confirmar que o nimero de cdpias do mtDNA esta alterado em amostras de
sangue de doentes (21,48 £ 3,26), verificando-se uma diminuigdo significativa comparativamente aos
controlos (35,13 £ 2,31). Nao foi verificada nenhuma correlagao significativa entre o nimero de cdpias de
mtDNA a as diferentes variaveis clinicas (idade de inicio e durag@o da doenca) e genéticas (nimero de
repeticdes CAG no alelo expandido) analisadas. Discussdo e Conclusées: Os resultados obtidos neste
estudo séo sugestivos da importancia do numero de copias do mtDNA como um promissor biomarcardor
de estado; no entanto n&do foi possivel verificar o potencial deste como biomarcador de progresséo. A
determinagéo do nimero de copias numa série maior de doentes e controlos vai permitir confirmar estes

resultados.



ABSTRACT

Introduction: Machado-Joseph disease (MJD), also known as spinocerebellar ataxia type 3
(SCA3), is an autossomal dominant late-onset neurodegenerative disorder characterized by clinical
heterogeneity, namely in the appearance of first symptoms. MJD is caused by an expansion of a CAG
repeat in the ATXN3 gene, located at 14932.1, which is translated into a poliglutamine (polyQ) tract,
promoting a toxic gain of function to the ataxin-3 protein. Current studies suggest that mitochondrial DNA
(mtDNA) alterations play an important role in several age-related neurodegenerative diseases, including
polyQ diseases such as Huntington's disease, spinocerebellar ataxia type 2, SCA3 and spinobulbar
muscular atrophy. The accumulation of qualitative and quantitative mtDNA alterations correlates with the
mitochondrial function decline ; moreover, mitochondria plays an important role in several metabolic
pathways, in particular, apoptotis, which could contribute to the aging process, thus constituting a factor of
interest in polyQ diseases. Some evidences suggest that oxidative stress-associated mechanisms
dysfunction may play a role in the pathogenesis of MJD. Moreover, alterations in the mtDNA copy number
as well as the presence of deletions have been reported. The main goal of the present study is to
investigate the potential of mtDNA copy number biomarker of MJD status as well as biomarker of
progression. Subjects and Methods: mtDNA copy number was determined, by quantitative real-time
PCR, in blood samples of 25 MJD patients and 50 age- and gender-matched controls. Results: M{DNA
copy number was significantly decreased in blood cells of MJD patients (21.48 £ 3.26), compared to age
and gender-matched controls (35.13 + 2.31). No significant correlation was found between the mtDNA
copy number and the clinical (age at onset and disease duration) and genetic (number of CAG repeats in
expanded allele) variables. Discussion and Conclusions: mtDNA copy number is a potential candidate
biomarker of MJD status; the potential as biomarker of progression was unconfirmed. Notwithstanding,

further investigation using a larger number of patients and controls are needed to confirm these results.
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Capitulo 1: Introdugao

1.1. DOENGA DE MACHADO-JOSEPH

1.1.1. Epidemiologia e caracterizacao clinica da doenga

As ataxias espinocerebelosas (SCAs) sdo consideradas doengas raras a nivel mundial,
com uma prevaléncia estimada entre os 0,3 a 2,0 por 100 000 pessoas (van de Warrenburg et al.
2002). A ataxia espinocerebelosa do tipo 3 (SCA3), também denominada por doenga de
Machado-Joseph (DMJ; OMIM 109150; ORPHA 98757) é o subtipo mais frequente,
representando cerca de 15% a 45% da totalidade das SCAs em diversas populagdes e etnias
mundiais (Costa & Paulson, 2012). Em Portugal, a SCA3 ¢é relativamente frequente em Portugal
continental (1:100 000), os valores de maior prevaléncia desta doenca verifica-se numa pequena
area no vale do rio Tejo (1:1000) (revisto em Bettencourt & Lima, 2011) e no arquipélago dos
Acores, na ilha das Flores, onde se verifica a maior prevaléncia a nivel mundial (1:146) (Araujo,
2012).

A DMJ é uma doenga neurodegenerativa autossomica dominante de inicio tardio, que
pode envolver os sistemas cerebeloso, piramidal, extrapiramidal, motor e oculomotor. Esta
doenga apresenta, em média, uma idade de inicio dos sintomas por volta dos 40 anos, com uma
sobrevida média estimada de 21 anos (Coutinho, 1992); extremos de idade entre os 4 (Carvalho
et al, 2008) e os 70 anos (Coutinho, 1992) estdo, contudo, relatados. As principais
manifestagdes clinicas da DMJ séo a ataxia cerebelosa, que se reflete na incoordenagéo dos
movimentos que afetam a marcha, o equilibrio e a fala (manifestagao clinica mais frequente); e a
oftalmoparésia externa progressiva (OEP) que se carateriza por uma limitagdo dos movimentos
oculares. A estas manifestagdes podem estar associados sinais piramidais, extrapiramidais e

periféricos, em graus variaveis (Coutinho, 1992).

A acentuada heterogeneidade clinica e progressdo natural desta doenga representou
uma barreira a defini¢éo clinica da mesma. Em termos histéricos, a DMJ apresentou variadas
designagdes, sendo inicialmente descrita em individuos descendentes de 3 familias distintas, de
origem agoriana (Machado, Thomas e Joseph) residentes nos Estados Unidos da América,
levando a que, inicialmente fosse encarada como 3 entidades clinicas distintas: "doenga do
Machado” (Nakano et al., 1972 fide Coutinho, 1992); “degenerescéncia nigro-espino-dentada
com oftalmoplegia nuclear” (Woods & Schaumburg, 1972 fide Coutinho, 1992); e “forma
autossomica dominante da degenerescéncia estriato-nigrica (Rosenberg et al., 1992 fide

Coutinho, 1992). A unificagdo desta como uma entidade clinica singular surgiu somente em 1978
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por Coutinho e Andrade, apds a identificacdo de variagdes clinicas numa mesma familia,
passando a adquirir a designagao unica de “Doenca de Machado-Joseph”, em 1981, proposta

por Coutinho e Sequeiros (Coutinho, 1992).

Tabela 1 - Frequéncia da DMJ, no grupo das SCAs, em diferentes populagdes mundiais (adaptado de Bettencourt
& Lima, 2011).

Pais Frequéncia
Brasil 69-92%
Portugal 58-74%
Singapura 53%
China 48-49%
Holanda 44%
Alemanha 42%
Japdo 28-63%
Canada 24%
Estados Unidos da América 21%
México 12%
Austrélia 12%
india 5-14%
Africa do Sul 4%
Italia 1%

Dada a elevada heterogeneidade clinica e natureza progressiva que caraterizam esta
doencga foram, entéo, propostos por Coutinho & Andrade em 1978 (fide Coutinho, 1992), trés
tipos clinicos principais. O tipo 1 (Tipo “Joseph”) que apresenta um inicio mais precoce, com uma
média de idade de inicio aos 24 anos, caraterizado por uma evolugdo mais severa no qual se
encontram presentes 0s seguintes sinais clinicos: ataxia cerebelosa, OEP e sinais piramidais e
extrapiramidais marcados. O tipo 2 (Tipo “Thomas”) apresenta uma idade inicio intermédia
(média 40,5 anos) com um quadro clinico limitado a presenga de ataxia cerebelosa e OEP, com
ou sem presenca de sinais piramidais; os sinais extrapiramidais e periféricos, quando presentes,
sdo ligeiros. O tipo 3 (Tipo “Machado”) tem um inicio mais tardio (média 47 anos), com uma
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progressao mais lenta, sendo caracterizado pela presenga de ataxia cerebelosa, OEP, sinais
piramidais e extrapiramidais ligeiros ou ausentes, com sinais periféricos muito evidente. Alguns
autores sugerem, ainda, a existéncia de dois tipos clinicos adicionais: o tipo 4 caraterizado por
parkinsonismo associado a sinais cerebelosos; e o tipo 5, caraterizado por paraparesia espastica

sem ataxia cerebelosa (revisto em Costa & Paulson, 2012).

1.1.2. Genética molecular e patogénese

A mutacao causal da DMJ corresponde a uma expansao instavel da repeticdo CAG no
gene ATXN3 (MIM 607047), localizado em 14q32.1 (Kawaguchi et al., 1994). O gene ATXN3
abrange uma regido genomica de cerca de 48 Kb e apresenta 13 exdes. As repeticdes CAG
estdo localizadas na extremidade 5’ do exao 10 (revisto em Bettencourt & Lima, 2011). A forma
alélica normal deste gene apresenta consensualmente entre 12 a 44 repetigdes CAG, enquanto

0 alelo mutado apresenta mais de 54 repetigoes.

A DMJ é uma doenca de transmissd@o autossémica dominante, tal como ja referido. Os
raros casos de homozigotia descritos referem uma forma mais severa da doenga, o que sugere a
presenca de um efeito de dosagem génica. O gene da DMJ apresenta uma penetrancia
praticamente completa, estimada em cerca de 98%, apresentando um padréo dependente da
idade (Bettencourt et al., 2008). O tamanho da repeticdo CAG encontra-se inversamente
correlacionado com a idade de inicio da doenga; todavia, a explicacdo da variacdo da idade de
inicio dada pelo numero de repeticdes CAG é incompleta (50 - 75%), dependendo da série de
doentes em estudo. A auséncia de uma correlagdo completa entre a idade de inicio e a extensao
do trato CAG na DMJ sugere o envolvimento de outros fatores, que podem ser de natureza

ambiental ou genética (Lima et al., 2012).

O gene ATXN3 codifica uma proteina denominada de ataxina-3, que apresenta na sua
forma nativa um peso molecular de aproximadamente, 40-43 kDa; estruturalmente é composta
por 339 aminoacidos e por um numero varidvel de poliglutaminas (poliQs). Esta proteina é
expressa ubiquamente em tecidos neuronais e ndo neuronais, encontrando-se presente no

nucleo e no citoplasma de diferentes tipos de células (revisto em Costa & Paulson 2012).

A ataxina-3 € uma proteina da familia das cisteinas-proteases, sendo composta por um

dominio globular Josefina com atividade catalitica, na regidao N-terminal, seguido de uma regiao
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C-terminal n&o estruturada e flexivel, que é composta por dois ou trés motivos de interacdo com
a ubiquitina e pelo trato poliQ (revisto em Costa & Paulson, 2012). O dominio Josefina, em
conjunto com os motivos ubiquitina estdo implicados no resgate de proteinas da degradagéo ou
na estimulagao da degradacao, através da remogao de cadeias poli-ubiquitina inibitérias e pela
regeneragao de ubiquitinas livres e reutilizaveis. A via proteossoma-ubiquitina esta envolvida em
variados processos celulares, tais como a degradacdo de proteinas, endocitose, regulagao da
transcricéo e apresentagdo de antigénios (Evers et al., 2013). Actualmente, o papel fisiolégico da
ataxina-3 continua, a ser estudado; contudo € consensual que na sua forma nativa a ataxina-3 é
uma enzima desubiquitinante, desempenhando um papel nas vias de controlo celular da
qualidade das proteinas (revisto em Bettencourt & Lima, 2011). E sugerido ainda o envolvimento
desta proteina na regulag@o do processo de transcrigdo e na degradagéo de proteinas misfolded
(Evers et al., 2013).

A ataxina-3 mutada, quando o tracto poliQ atinge um limiar patolégico, adquire um ganho
de fungao neurotoxica, levando a morte neuronal, por processos ainda por esclarecer (revisto em
Bettencourt & Lima, 2011). E proposto que este ganho de funcdo se deva & perda da
conformag&o nativa da proteina, através da perda de fungdo normal, alteragéo da localizagao
subcelular e, possivelmente, alteragdo na clivagem proteolitica. Estas consequéncias, poderao
levar & alteragdo das suas propriedades e capacidade de interagdo com 0s seus parceiros
nativos e a formagao de oligomeros tdxicos e agregados insoltveis no nucleo, citosol e axdnios
dos neurénios. A desregulagdo da transcricdo, o comprometimento da autofagia, a disfungao
mitocondrial, a diminuicdo proteassomal e a diminuicdo do transporte axonal sdo outros

processos associados a presencga da ataxina-3 mutada. (Evers et al., 2013).

1.1.3. Alterages mitocondriais na doenga de Machado-Joseph

As evidéncias atuais sugerem que a ocorréncia de alteragdes mitocondriais,
designadamente a ocorréncia de danos quantitativos e qualitativos ao nivel do DNA mitocondrial
(mtDNA) e o stress oxidativo poderdo constituir um fatores de relevancia nas doengas

neurodegenerativas (Lin & Beal, 2006).

As mitocondrias sdo organelos intracelulares presentes em todas as células eucariéticas
que contém genoma extracromossomal separado e distinto do genoma nuclear, desempenhando

um papel central na respiragéo aerébia e no fornecimento de substratos energéticos para as vias
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metabolicas intracelulares, tais como a fosforilagéo oxidativa e ciclo de Krebs; apresentam, para
além disso, uma fungdo fundamental na sinalizagéo celular, em particular na regulagdo da morte

celular por apoptose (Schapira, 2006; Zapico & Ubelaker, 2013).

O DNA mitocondrial humano (mtDNA) é uma molécula circular de 16569 pares de bases
que codifica 37 produtos génicos, nomeadamente, 13 polipéptidos intervenientes na cadeia
respiratoria, 2 RNAs ribossomais e 22 RNAs de transferéncia necessarios para suportar a
sintese proteica intramitocondrial (Lin & Beal, 2006). O nimero de moléculas de mtDNA varia
entre diferentes tipos de tecidos e relaciona-se com a dependéncia de energia exibida por estes;
assim, a maior densidade mitocondrial € observada em tecidos metabolicamente mais ativos,
tais como os neurdnios, bem como em tecidos musculares cardiacos e esqueléticos. A
manutengdo do numero apropriado de coOpias € essencial na sobrevivéncia neuronal e,
consequentemente, a ocorréncia de fenomenos de deplecdo mtDNA representa um fator de
relevo na progressdo de doengas neurodegenerativas (Baron et al., 2007). A necessidade
energética deste tipo de tecidos explica, de certo modo, a sensibilidades que estes exibem na
ocorréncia de deficiéncias ao nivel mitocondrial (Schapira, 2006). Nomeadamente, na presenca
de mutagdes de natureza germinativa, o DNA mitocondrial carateriza-se por causar uma
variedade de doencas que, na sua maioria, se caracterizam por danos cerebrais e musculares
(Lin & Beal, 2006).

O declinio da fungdo mitocondrial encontra-se correlacionado com a acumulagédo de
delegdes e a producdo de espécies reativas de oxigénio, o que dada a importancia apresentada
pelas mitocondrias em determinadas vias metabdlicas, nomeadamente, apoptdticas, sugere o
envolvimento destes organelos no processo de envelhecimento (Kazachkova et al., 2013a) e de
neurodegeneracao (Lin & Beal, 2006). A acumulagéo de niveis elevados de espécies reativas de
oxigénio, superiores a capacidade antioxidante da célula, causa um estado de stress oxidativo
ao nivel celular, que resulta da incapacidade das mitocondrias, em estado disfuncional, de
remover eficazmente os radicais livres de oxigénio. Consequentemente, o stress oxidativo
podera modular fungdes celulares cruciais, podendo resultar na ativagao da apoptose ou

excitoxicidade — duas causas da morte celular (Lin & Beal, 2006; Baron et al., 2007).

Como anteriormente referido, a ocorréncia de alteragdes ao nivel do mtDNA tem sido
associada a diversas doencas neurodegenerativas de poliQ, tais como a doenga de Huntington
(DH), a SCA2 e atrofia muscular espino-bulbar (SBMA) (Liu et al. 2008, Su et al. 2010). As

evidéncias atuais sugerem uma maior suscetibilidade aos efeitos do stress oxidativo e um




Capitulo 1: Introdugao

incapacidade de protegao contra os radicais livres com o a idade, neste tipo de doengas (Lin &
Beal, 2006).

Na DH existem fortes indicadores de que as alteragdes mitocondriais poderao
desempenhar um papel na patogenicidade desta doenga. Jenkins e colaboradores reportaram
um aumento no lactato em regides afetadas de doentes de DH, que de acordo com os autores
sugere a presencga de defeitos bioenergéticos (Jenkins et al., 2005). Em outro estudo, a anélise
bioquimica em amostras de tecidos cerebrais de doentes DH revelou uma clara diminuicdo na
atividade dos complexos I, Ill e V da cadeia transportadora de eletrdes. Adicionalmente foram
descritas alteragbes ultra-estruturais nas mitocondrias em DH e a presenca de delecbes no
mtDNA durante a progressdo desta doenga. Apesar das claras evidéncias de que o
comprometimento grave da atividade mitocondrial podera ser um importante evento na
patogenicidade da HD, a base molecular subjacente permanece desconhecida (revisto em Lin &
Beal, 2006; Bossy-Wetzel et al., 2008)

Para a DMJ a literatura cientifica disponivel para alteragdes mitocondriais € reduzida e
com resultados controversos, contudo as evidéncias atuais parecem sugerir que, tal como em
outras doengas poliQ, a presenca de defeitos ao nivel dos mecanismos de protegao contra o
stress oxidativo poderdo desempenhar um papel na patogenicidade desta doenga (Evers et al.,
2013).

Um estudo realizado por Liu e colaboradores demonstrou uma deple¢éo significativa no
numero de cdpias de mtDNA em doentes poliQ, entre as quais a DMJ, em relagdo em individuos
saudaveis. De acordo com os resultados obtidos, os autores propuseram que o stress oxidativo
podia estar na base da diminui¢do do conteudo de mtDNA observado, sendo indicativo da
presencga de disfungdes mitocdndrias nas células de doentes poliQ que causem instabilidade

gendmica capaz de afetar a replicagdo e manuteng@o do mtDNA (Liu et al., 2008).

Em 2009, Yu e colaboradores demonstraram com um modelo celular que células
transfectadas com 78 repeticdes CAGs apresentavam uma redugéo na atividade antioxidante,
associado a uma deplegao do numero de cdpias de mtDNA e a presenca de danos mitocondriais
(delecdo AmtDNA477 - marcador de idade e de stress oxidativo). Esta tendéncia para a deplecéo
do numero de cdpias e para 0 aumento do numero de delegbes AmtDNA4977 foi, posteriormente,
confirmada por estes autores em sangue de 16 doentes, comparativamente a individuos
saudaveis. De acordo com os autores, estas observagdes parecem sugerir uma atividade

mitocondrial comprometida e um incremento da morte celular induzido por stress oxidativo




Capitulo 1: Introdugao

durante a progressdo da DMJ (Yu et al., 2009). No entanto, este trabalho apresentou um nimero
reduzido de doentes analisados néo tendo, para além disso, as variaveis clinicas dos mesmos

em consideracao.

Os resultados relativos a depleg¢do mitocondrial na DMJ n&o séo, todavia, consensuais.
Num estudo de Zeng e colaboradores, ndo foi detetada a presenca alteragdes mitocondriais,
nomeadamente, a presenca significativas de dele¢cdes AmtDNA477 ou de diferengas no nimero
de cdpias, na analise de uma familia chinesa com 14 individuos portadores de SCA3 e 13

individuos nao portadores, molecularmente confirmados (Zeng et al., 2012).

Um estudo recente demonstrou a presenca de atividade comprometida do complexo I
da cadeia respiratéria em modelos animais e celulares de DMJ, demonstrando uma alteragao na

atividade normal mitocondrial (Lago et al., 2012).

Em um modelo animal, Kazachkova et al. (2013b) avaliaram as diferengas no nimero
de copias em diferentes tecidos (afetados e néo afetados pela doenca) e em diferentes estados
da doenga, relativamente a idade de inicio da doenga. Foi reportada a presenga de alteragdes no
mtDNA mais evidentes em ratinhos (Mus musculus) transgénicos DMJ. Em particular, os autores
referem uma deple¢cdo do numero de cdpias de mtDNA com a idade e a acumulagdo de
dele¢bes nos estados iniciais da doenga em ratinhos transgénicos, comparativamente a nao-
transgénicos. Nas amostras de tecidos, verificaram uma diminuigdo no numero de cdpias e uma
maior presenca de delecdes nas regides do cérebro afetadas. Com base nos resultados obtidos,
Kazachkova e colaboradores sugerem um aumento do stress oxidativo na presenca da ataxina-3
mutada e uma relagdo entre 0 nimero relativo de delecdes AmtDNA3867 (AmtDNA477 nos
humanos) e o estado da doenga. E mencionada, ainda, o potencial do estudo das alteragdes de

mtDNA como biomarcador de inicio do fenétipo da DMJ.

1.1.4. As alteragdes mitocondriais como potenciais biomarcadores da doenga de

Machado-Joseph

Uma das maiores dificuldades inerentes a DMJ é a auséncia de uma compreenséo total
do mecanismo subjacentes a sua patogenicidade, nomeadamente, o processo segundo o qual a

ataxina-3 alterada induz a neurodegeneragéo. Atualmente, esta € uma doenga que permanece
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sem tratamento; porém tém sido desenvolvidos ensaios clinicos com compostos de interesse
que visam a diminuigdo da intensidade de certos sintomas, manifestados durante o decurso da
doenga (revisto em Paulson, 2012). Um aspeto que pode comprometer o sucesso e
desenvolvimento deste tipo de ensaios clinicos é auséncia de meios de monitorizagéo da
progressao da doenca e de métodos de detecdo da ocorréncia de beneficios terapéuticos subtis,
uma vez que os biomarcadores atualmente em uso apenas detetam alteracdes reportadas pelo
doente e/ou cuidador e em critérios avaliadas por profissionais com recurso a escalas de medida

neuroldgicas, que os tornam subjetivos e suscetiveis a viés (revisto em Weir et al., 2011).

Os biomarcadores s&o definidos como caracteristicas biologicas que podem ser medidas
e avaliadas objetivamente e que podem fornecer informagdes sobre 0s processos biologicos
normais ou patogénicos, bem como respostas farmacolégicas a intervengdes farmacéuticas. De
acordo com a Biomarker Definitions Working Group, um candidato a biomarcador devera reunir
0s seguintes critérios: rapida e facil quantificacdo em tecidos ou fluidos biolégicos acessiveis
através do uso de técnicas padronizadas, as quais podem ser reproduzidas por diferentes
centros de estudo (fide Weir et al., 2010).

Os biomarcadores clinicos atualmente utilizados consistem em escalas de medidas
neurologicas padronizadas, que no caso da DMJ deverdo ter em conta duas caracteristicas
complexas associadas a esta doenga: a combinagdo qualitativa variavel de diferentes sinais e
sintomas; e a manifestacdo variavel destes sinais e sintomas ao longo do tempo. As escalas
mais usadas no estudo de ataxias (International Cooperative Ataxia Rating Scale —ICARS; e a
Scale for the Assement and Rating of Ataxia - SARA), apenas avaliavam uma dimens&o
especifica deste tipo de doencgas, ndo tendo em conta outros possiveis sintomas de interesse
(Kieling et al., 2008). E utilizada, ainda, a Neurological Examination Score for Spinocerebellar
Ataxia (NESSCA), esta escala apresenta uma metodologia mais abrangente baseada na
determinagdo quantitativa de um exame neuroldgico padronizado, que foca as caracteristicas
principais das SCAs em geral e, em particular, da DMJ (Jardim et al., 2010). No entanto a
utilizacdo de escalas em ensaios clinicos representa um método subjetivo e, usualmente,

insensivel a subtis mudangas em curtos periodos de tempo (revisto em Weir et al., 2010).

Desde modo, a validagdo de biomarcadores objetivos e quantitativos de facil aplicagéo
representado uma area de estudo com um crescente interesse. Na DH, tém sido desenvolvidos
varios estudos que visam o desenvolvimento de biomarcadores que sejam clinicamente validos e

capazes de avaliar a complexidade do fenétipo clinico e lenta progressao apresentado por esta
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doenga. Atualmente tém sido abordados diferentes biomarcadores clinicos, de neuroimagem

estrutural e bioquimicos (revisto em Weir et al., 2011)

Até ao momento, a identificagdo de biomarcadores moleculares na DMJ foi uma area
pouco explorada. Recentemente, Saute e colaboradores analisaram o potencial da proteina
insulin growth factor binding protein 1 (IGFBP1) como biomarcador de estado da DMJ, tendo
verificado a presenca de niveis mais elevados da em doentes DMJ do que em controlos; além de
niveis aumentados desta proteina em individuos DMJ com um numero de repeticdes CAG
superior (Saute et al., 2011). Em outro estudo, Raposo e colaboradores identificaram 3 genes
significativamente sobreexpressos em doentes DMJ, comparativamente com controlos; 2 genes
apresentam potencial como biomarcadores de progressdo, uma vez que, estavam
significativamente sobreexpressos em doentes com uma curta duragao da doenga (mais perto da
idade de inicio dos sintomas) comparativamente com doentes mais afastados da idade de inicio
dos sintomas, sendo que estes apresentavam uma expressdo semelhante aos controlos

(Raposo et al., in press).

Embora o estudo das alteragbes mitocondriais como potenciais biomarcadores
moleculares na DMJ permaneca pouco estudado, como ja anteriormente apontado, as
evidéncias atuais sugerem que o numero de copias de DNA constitui um parametro de interesse
e de importancia biologica no desenvolvimento de biomarcadores capazes de avaliar estados
patologicos da doenca (biomarcadores de estado) e de acompanhar e avaliar a progressédo da

doenca durante os diferentes estados desta (biomarcadores de progressao).

10



