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Resumo 

Introdução: A doença Machado-Joseph (DMJ) ou ataxia espinocerebelosa do tipo 3 (SCA3), é 

uma doença neurodegenerativa autossómica dominante que afeta o sistema nervoso central, 

particularmente o cerebelo. A DMJ é causada por um número anormalmente elevado de 

repetições CAG no gene ATXN3, o que leva à produção da proteína ataxina-3 mutada. A proteína 

mutada está envolvida várias vias incluindo a via mitocondrial e a apoptótica, cujas alterações 

estão associadas à neurodegeneração característica da doença. A DMJ é caraterizada por ataxia 

progressiva, espasticidade, disfagia e disartria entre outros, estando implicados na doença os 

sistemas, cerebeloso, piramidal, extrapiramidal, neurónio motor e oculomotor. A Humanina 

(HN) é um micropeptídeo traduzido a partir de um pequeno gene localizado dentro do gene RNA 

ribossomal 16S (MT-RNR2) no DNA mitocondrial (mtDNA). Desde a sua descoberta, a HN tem 

sido estudada, pela sua atividade neuroprotetora sabendo-se que está envolvida na regulação 

da apoptose e proteção celular contra o stress oxidativo. Existem estudos que indicam que os 

níveis da HN se encontram alterados em várias doenças neurodegenerativas. No entanto, dado 

que até ao momento, não há estudos que abordem a relação entre a HN e a DMJ, os principais 

objetivos do presente estudo foram: i) implementar uma metodologia laboratorial para analisar 

os níveis dos transcritos da HN em amostras de sangue total de doentes DMJ; ii)  comparar os 

níveis de expressão da HN entre doentes DMJ e indivíduos saudáveis (controlos) emparelhados 

por idade; e iii) analisar a correlação entre os níveis de expressão da HN e os dados 

demográficos, clínicos e genéticos de doentes DMJ. Sujeitos e métodos: Analisaram-se 20 

amostras de sangue total de doentes DMJ e 20 amostras de indivíduos controlo, emparelhados 

por idade. As amostras de RNA total já se encontravam previamente extraídas. A integridade do 

RNA total foi avaliada através de eletroforese em gel agarose e, a deteção da presença/ausência 

de mtDNA foi realizada, antes e após o tratamento com DNase I, de modo a garantir que as 

amostras não estavam contaminadas com DNA genómico. A transcrição reversa foi realizada 

utilizando o primer Oligo(dT)18 para amplificação especifica do mRNA. Os níveis dos transcritos 
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da HN foram determinados, por PCR quantitativa em Tempo-real (qPCR) utilizando um TaqMan 

Custom Assay Humanin desenhado no âmbito de um projeto liderado pela Doutora Manuela 

Lima (UAc). Resultados e discussão: A estratégia laboratorial desenvolvida resolveu limitações 

observadas em estudos anteriores, como: i) a purificação do RNA total, garantindo assim a 

ausência de mtDNA nas amostras de RNA, e ii) e a otimização da determinação dos níveis de 

transcrito da HN por qPCR ao utilizar um TaqMan Custom Assay Humanin que amplifica apenas 

a HN. O desenvolvimento de uma metodologia fiável, com medidas para minimizar 

interferências e otimizar o qPCR, foi importante para garantir a precisão dos resultados.  Os 

níveis dos transcritos da HN estavam significativamente diminuídos nos doentes DMJ (213,03 

média ± 218,12 95% nível de confiança), comparativamente aos controlos (1066,16 ± 1330,86). 

Não foi encontrada uma correlação entre os níveis de expressão da HN e os dados clínicos ( SARA 

– Scale of the Assessment and Rating of Ataxia, INAS – Inventory of Non-Ataxia Signs, idade de 

início e duração da doença) ou genéticos (número de repetições CAG no alelo expandido) dos 

doentes. A ausência de correlação entre os níveis de HN e a idade de início ou severidade da 

doença poderá ser consequência do número de reduzido de amostras analisado. Conclusões: A 

implementação da metodologia desenvolvida permitiu a obtenção de dados precisos sobre a 

expressão da HN. Os resultados obtidos realçam a importância de analisar os níveis da expressão 

da HN, dado que estes estão diminuídos em doentes DMJ. Apesar das alterações nos níveis de 

expressão da HN observada nos doentes, estes resultados não permitem tirar conclusões  sobre 

a sua relação com a disfunção mitocondrial ou alterações apoptóticas, e o papel da HN na 

patogénese da doença permanece ainda por esclarecer. Embora não tenha sido identificada 

uma correlação com dados clínicos e genéticos dos doentes, é essencial que futuros estudos, 

com um maior número de participantes, explore o papel da HN como um potencial alvo 

terapêutico.  
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Abstract  

Introduction: Machado-Joseph disease (MJD), also known as spinocerebellar ataxia type 3 

(SCA3), is an autosomal dominant neurodegenerative disorder that affects the central nervous 

system, particularly the cerebellum. MJD is caused by an abnormally high number of CAG 

repeats in the ATXN3 gene, which results in the production of the mutated ataxin-3 protein. This 

mutant protein is involved in several pathways including the mitochondrial and apoptotic 

pathways, alterations in which are associated with the neurodegeneration characteristic of the 

disease. MJD is characterized by progressive ataxia, spasticity, dysphagia, among others, with 

the cerebellar, pyramidal, extrapyramidal, motor neuron, and oculomotor systems implicated in 

the disease. Humanin (HN) is a micropeptide translated from a small gene located within the 

16S ribosomal RNA gene (MT-RNR2) in mitochondrial DNA (mtDNA). Since its discovery, HN has 

been studied for its neuroprotective activity and involvement in the regulation of apoptosis and 

cellular protection against oxidative stress. Studies indicate HN levels are deregulated in 

neurodegenerative diseases. However, given that to date there are no published studies 

addressing the relationship between HN and MJD, the principal aims of the present study are: i) 

to implement a laboratory methodology for analyzing the levels of HN transcripts in whole blood 

samples from MJD patients; ii) to compare the HN expression levels between MJD patients and 

age-matched controls; and iii) to analyze the correlation between HN expression levels and 

demographic, clinical and genetic data in  MJD patients. Subjects and methods: A total of 20 

whole blood samples from patients with MJD and 20 age-matched controls were analyzed. Total 

RNA samples had already been previously extracted. The integrity of total RNA samples was 

assessed by agarose gel electrophoresis and the presence/absence of mtDNA was detected 

before and after DNase I treatment to ensure that the samples were not contaminated with 

genomic DNA. Reverse transcription was performed using Oligo(dT)18 primer for specific 

amplification of the mRNA. The levels of HN transcripts were determined by quantitative real-

time PCR (qPCR) using a TaqMan Custom Assay Humanin, developed as part of a project led by 



 

ix 
 

Doctor Manuela Lima (UAc). Results and discussion: The laboratory strategy developed resolved 

limitations observed in previous studies, such as: i) the purification of total RNA, thus ensuring 

the absence of mtDNA in RNA samples, and ii) and the optimization of the determination of 

levels of HN transcript by qPCR when using a TaqMan Custom Assay Humanin that amplifies only 

HN. The development of a reliable methodology with measures to minimize interferences and 

optimize qPCR was important to ensure the accuracy of the results. The levels of HN transcripts 

were significantly decreased in MJD patients (213,03 ± 218,12) compared to age-matched 

controls (1066,16 ± 1330,86). No significant correlation was found between HN expression levels 

and clinical data (SARA – Scale of the Assessment and Rating of Ataxia, INAS – Inventory of Non-

Ataxia Signs, age at onset and disease duration) and genetic (number of CAG repeats in 

expanded allele) of the patients. The Lack of correlation between levels of HN and age of onset 

or severity of disease may be a consequence of the small number of samples analysed. 

Conclusions: The implementation of the developed methodology allowed to obtain precise data 

on the expression of HN. The results obtained highlight the importance of analysing HN 

expression levels, as they are reduced in patients with MJD. Despite the changes in HN 

expression levels observed in patients, these results do not allow conclusions to be drawn about 

its relationship with mitochondrial dysfunction or apoptotic changes, and the role of HN in the 

pathogenesis of the disease remains to be clarified. Although no correlation with clinical and 

genetic was found, it is essential that future studies with a larger number of participants explore 

the role of HN as a potential therapeutic target. 
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1. Introdução 

1.1. Doença de Machado-Joseph (DMJ) 

A doença de Machado-Joseph (DMJ), também conhecida como ataxia espinocerebelosa 

do tipo 3 (SCA3), pertence ao grupo de doenças de poliglutamina (polyQ) [1], que engloba nove 

doenças neurodegenerativas hereditárias causadas por uma expansão do trinucleótido CAG [2]. 

A DMJ é a ataxia espinocerebelosa mais prevalente em todo o mundo [3], afetando cerca de 3,1 

por 100000 indivíduos em Portugal [4]. Nos Açores, estima-se uma prevalência global de 39 por 

100000 indivíduos (1/254); a maior prevalência a nível mundial ocorre na ilha das Flores onde 

um em cada 158 indivíduos é doente [5]. 

A DMJ é uma doença neurodegenerativa autossómica dominante, caracterizada por 

uma progressão lenta dos sintomas [1, 3]. Os sintomas iniciam-se, em média, por volta dos 40 

anos de idade [6], e o tempo médio de sobrevida é de 21 anos [6, 7]. Estes sintomas aparecem 

na idade adulta, e progridem de forma lenta e gradual ao longo do tempo [8]. Esta doença afeta 

predominantemente o sistema cerebeloso, piramidal e extrapiramidal, sendo os neurónios 

motores e oculomotores também afetados [9].  

A DMJ é causada pela expansão de um trato CAG localizado no exão 10 do gene  ATXN3, 

que está localizado no braço longo do cromossoma 14 (14q32.1) [10, 11, 12]. Os alelos normais 

têm entre 12 e 44 repetições CAG, enquanto os alelos mutados apresentam consensualmente 

mais de 60 CAGs [6, 13]. A forma não mutada do gene ATXN3 codifica a ataxina 3 nativa, cuja 

função principal é atuar como uma enzima desubiquitinadora, tendo um papel importante na 

via de degradação proteica mediada pelo proteassoma e na regulação da transcrição [1]. A 

ataxina-3 mutada que contém um trato polyQ expandido, forma agregados insolúveis e 

oligómeros tóxicos que afetam vários mecanismos celulares, tais como a autofagia, a 

manutenção das proteínas, a transcrição, a função mitocondrial e a sinalização celular, 

especialmente nas vias relacionadas com o stress e a apoptose [14]. 
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Clinicamente, a DMJ é caracterizada por uma variedade de sintomas, sendo que a ataxia 

cerebelosa, a disartria e a disfagia são os principais sintomas neurológicos [9]. Na maioria dos 

casos o primeiro sintoma é a ataxia de marcha, no entanto alguns doentes podem apresentar 

outros sintomas iniciais como, por exemplo, a diplopia [9]. 

Atualmente, a DMJ permanece sem cura ou tratamento eficaz, embora existam algumas 

abordagens terapêuticas que podem aliviar sintomas específicos e melhorar a qualidade de vida 

dos doentes [14]. No entanto, estas abordagens ainda não proporcionam uma solução eficaz 

para a DMJ. Sabe-se que a disfunção mitocondrial e as alterações na expressão de proteínas da 

família B cell lymphoma 2 (BCL2) são fatores que contribuem para a progressão da DMJ, 

facilitando a apoptose [15]. Assim, a limitação das abordagens terapêuticas existentes destaca 

a necessidade de explorar alternativas para o tratamento da DMJ. 

A disfunção mitocondrial, frequentemente associada a doenças neurodegenerativas, 

tais como a DMJ [16], pode ser mitigada por intervenções que promovam o bom funcionamento 

das mitocôndrias. A humanina (HN), um micropeptídeo conhecido pelas suas propriedades 

neuroprotetoras, tem-se destacado como uma promissora candidata para novas abordagens 

terapêuticas em doenças neurodegenerativas [17, 18]. Vários estudos indicam que a HN possui 

potenciais aplicações terapêuticas para várias doenças e condições fisiopatológicas, 

nomeadamente devido à sua capacidade de melhorar a função mitocondrial e reduzir a 

apoptose [17, 18].  

 

1.2. Humanina (HN) 

A mitocôndria, que possui o seu próprio material genético, o DNA mitocondrial (mtDNA), 

é conhecida principalmente pela sua função na produção de energia celular através da 

fosforilação oxidativa, desempenhando papéis importantes na manutenção da homeostasia 

energética, na regulação da apoptose e no controlo da sinalização redox [19]. A disfunção da 
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mitocôndria encontra-se associada à patogénese de várias doenças do sistema nervoso, 

incluindo doenças neurodegenerativas [20]. 

O mtDNA tem aproximadamente 16,569bp, é circular e de cadeia dupla [21], e codifica 

um total de 37 genes, dois RNA ribossomais (rRNA, 12S e 16S rRNA), 22 RNAs de transferência 

(tRNA) e 13 subunidades polipeptídicas dos complexos da cadeia respiratória (Figura 1) [21]. No 

D-loop, uma região não codificante do genoma mitocondrial, encontra-se uma região tripla, 

constituída pela incorporação estável de uma terceira cadeia curta do DNA conhecida como 7S 

DNA [22].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representação do DNA mitocondrial humano (mtDNA). O mtDNA é circular e cadeia dupla, 

cadeia leve (light strand) e pesada (heavy strand), com origens de replicação designadas por OL e OH. O 

mtDNA tem 16,569bp e codifica 37 genes, incluindo 2 RNA ribossomais (12S rRNA e 16S rRNA) e 22 tRNAs 

de transferência (tRNA). O D-loop, uma região não codificante, contem duas regiões hipervariáveis (HVRI 

e HVRII).  Os genes ND1-ND e ND4L formam subunidades do complexo I, CYT b pertence ao complexo III, 

COX I-CO2X III codificam as subunidades do complexo IV, e ATPase6 e ATPase8 são subunidades do 

complexo V (ATP sintase) [23].  

 

 



 

5 
 

O mtDNA contém open reading frames (ORFs) que codificam peptídeos derivados da 

mitocôndria (MDPs) [24]. Os MDPs são codificados a partir da região do 16S do rRNA, e neste 

está incluída a HN, bem como seis pequenos peptídeos semelhantes à HN (Small humanin-like 

peptides - SHLPs 1-6) (Figura 2) e o MOTS-c localiza-se na região do 12S do rRNA [25]. 

 

 

Figura 2: A sequência da humanina (HN) localiza-se no gene 16S rRNA do DNA mitocondrial. A HN e outros 

seis pequenos peptídeos semelhantes à HN (SHLPs) são codificados por open reading frames (ORFs) no 

DNA mitocondrial humano [26]. 

 

 

1.2.1. Localização e estrutura 

A HN é um micro-peptídeo codificado por um fragmento de 75-base da ORF do gene 

MT-RNR2, que por sua vez, codifica o RNA ribossomal 16S, numa porção de short open reading 

frame (Figura 2) [18, 26, 27, 28]. Este micro-peptídeo foi identificado em 2001, durante um 

rastreio de expressão funcional que visava a identificação de genes que influenciam a 



 

6 
 

sobrevivência das células neuronais. Esta técnica avalia a capacidade de genes expressos de 

produzirem proteínas com funções biológicas especificas [29]. O rastreio foi realizado utilizando 

uma biblioteca de cDNA, construída a partir de mRNAs isolados de amostras de post-mortem do 

lobo occipital de um doente com doença de Alzheimer, uma área do cérebro que permanece 

relativamente preservada nesta doença. A HN demonstrou ser eficaz na inibição da morte 

neuronal induzida por péptidos neurotóxico de amiloide-β e por mutações em genes associados 

à doença de Alzheimer familiar [28].  

Atualmente, permanece incerto se a tradução da HN ocorre na mitocôndria ou no 

citoplasma [27]. A sequência da HN é composta por 24 aminoácidos 

(MAPRGFSCLLLLTSEIDLPVKRRA), com um peso molecular de 2687,26 Da e  possui três regiões: 

uma região N-terminal com carga positiva (MAPR), uma região central hidrofóbica 

(GFSCLLLLTSEIDL) e uma região C-terminal com carga negativa (PVKRRA) [26, 28, 30]. Um estudo 

realizado por Yamagishi e colaboradores [31] que analisou as funções especificas dos 

aminoácidos na região citoplasmática da HN mostrou que os aminoácidos Leu9, Leu10 e Leu11 

são essenciais para a função biológica da mesma. Este estudo mostrou ainda que a secreção 

extracelular da HN depende dos aminoácidos Leu9, Leu 10, Leu11, Pro19 e Val20, enquanto a 

sua função neuroprotetora envolve os aminoácidos Pro3, Ser7, Cys8, Leu9, Leu12, Thr13, Ser14 

e Pro19. A auto-dimerização da HN, necessária para a neuroproteção, requer os aminoácidos 

Ser7 e Leu9. O estudo de Yamagishi e colaboradores [31] permitiu ainda verificar que os 

aminoácidos Phe6 e Lys21 estão ligados à interação com insulin like growth factor binding 

protein 3 (IGFBP3), e a Cys8 à atividade anti-apoptótica, através da ligação à proteína X associada 

a BCL2 (BAX) (Figura 3) [31]. 
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Figura 3: Estrutura e funções de cada aminoácido da humanina (HN) em humanos [32]. 

 

1.2.2. Análogos sintéticos 

Estão descritos para a HN vinte e um análogos [33, 34, 35], que são variantes sintéticas 

do peptídeo original e foram desenvolvidas para melhorar as suas propriedades biológicas, 

particularmente a sua atividade neuroprotetora e citoprotetora [33]. O HN-S14G (HNG), é um 

dos análogos mais estudados, e resulta da substituição do aminoácido serina na posição 14 por 

uma glicina, a qual resulta numa atividade neuroprotetora até 1000 vezes superior à da HN [28, 

36]. O HNGF6A corresponde a outro análogo da HN e foi desenvolvido através da substituição 

do aminoácido na posição 6 (A6 por F6) e na posição 14 (S14 por G14), demonstrando um 

potencial terapêutico em vários modelos experimentais de doenças humanas, como a diabetes  

[37]. O tHN-C3, é um análogo que foi desenvolvido como uma nova intervenção terapêutica para 

a doença de Alzheimer, e apresenta uma sequência de clivagem da caspase-3 ampliada [38]. 

Embora este análogo tenha demonstrado eficácia em modelos animais, prevenindo a morte 

neuronal induzida por H2O2 e Aβ42 solúvel, a sua aplicação em humanos permanece por explorar 

[38]. 

 

1.2.3. Expressão  

A HN é produzida ativamente em vários tecidos e fluidos do corpo e é libertada para o 

meio extracelular. A nível da proteica, a HN expressa-se nos rins [39], testículos [40], epitélio 
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pigmentar da retina [41], e células endoteliais [42]. No fígado, na tiróide e na medula óssea a 

expressão da proteína da HN é baixa [39]. É ainda possível encontrar a HN em tecidos com alta 

atividade metabólica, como o cérebro [28] músculo cardíaco e os músculos esqueléticos, uma 

vez que estes tecidos requerem uma elevada quantidade de energia [39, 43, 44]. A HN está 

presente também em fluidos circulantes, como o sangue [45], vesículas extracelulares  [46], 

líquido cefalorraquidiano [47], e plasma seminal [40]. 

 

1.2.4. Mecanismo de ação 

A HN atua em diversas vias de sinalização intracelulares e extracelulares, assegurando 

múltiplas funções de proteção, como a regulação da autofagia, manutenção da integridade 

mitocondrial e prevenção da apoptose [48, 49]. A tabela 1 indica os estudos que identificaram 

as vias de sinalização nas quais a HN intervém assim como os seus análogos.  

No meio intracelular, a HN inibe a via apoptótica ao ligar-se às proteínas pro-apoptóticas 

membros da BCL2, nomeadamente, à BAX, à BCL2 interacting mediator of cell death (Bim), à 

forma truncada BH3-interacting-domain death agonist BID (tBid) e à insulin like growth factor 

binding protein 3 (IGFBP-3) (Figura 4A) [50, 51, 52, 53]. A HN impede a translocação de proteínas 

BAX e caspase-8-cleaved BID (cBID) (na forma citosólica) para a membrana externa da 

mitocôndria, bloqueando a formação de poros e a subsequente libertação de citocromo c [53]. 

Para além disso, a ligação da HN às proteínas BAX, Bim e tBid, na membrana externa da 

mitocôndria, evita a oligomerização dessas proteínas, bloqueando também a permeabilização 

da membrana e, assim, prevenindo a ativação da cascata de caspases e a morte celular [18, 53, 

54]. A HN impede ainda a oligomerização da proteína Bcl2 homologous antagonista killer (BAK) 

induzida por Bim-extra long (BimEL) na mitocôndria, exercendo um efeito antiapoptótico [51]. 

Ainda no meio intracelular, a HN reduz a atividade de espécies reativas de oxigénio (ROS) [18].  
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Tabela 1: Estudos representativos sobre as vias de sinalização da humanina (HN) e dos seus análogos. 

Proteína Modelos Experimentais 
Proteínas envolvidas nas 

vias de sinalização 
Conclusões finais Referência 

S14G-HN (HNG)1 In vitro: Células HEK293, SH-SY5Y 

In vivo: C57BL/6 

ERK1/2, AKT e STAT3 HN ativa as vias AKT, ERK1/2 e STAT3 através do GP130/IL6ST, 

com efeitos específicos na fosforilação das proteínas no 

hipocampo, em função da idade. 

[55] 

HN, HNG In vitro: Células CHO  FPRL1 e FPRL2 HN atua como um ligando para os recetores 1 (FPRL1) e 2 

(FPRL2), com a forma N-formilada da HN mostrando uma maior 

potência e eficácia. 

[56] 

HN In vitro: neuroblastoma humano 

SK-N-MC e SK-N-SH, e linha 

celular de feocromocitoma de 

rato PC12. 

In vivo: Monócitos do sangue 

periférico humano 

FPRL1 HN exerce efeitos neuroprotetores ao inibir competitivamente 

o acesso do Aβ42 ao recetor FPRL. 

[57] 

HN, HNG, C8A-HN 

(HNA)2 

In vitro:  Células F11, SH-SY5Y, 

COS7 

CNTFR-α/gp130/WSX-1 A HN protege os neurónios ao ligar-se a um complexo que 

envolve CNTFR/WSX-1/gp130. 
[58] 

HN, HNG, HNA, 

F6A-HN3, K21A-HN4 

In vitro: Células A172 

glioblastoma, SH-SY5Y 

neuroblastoma e F11 

IGFBP-3 HN interage com a IGFBP-3 de forma pleiotrópica, 

influenciando processos neurológicos e potenciais alvos 

terapêuticos. 

[59] 

1Substituição de serina (Ser) na posição 14 por glicina (Gly);  2Substituição de cisteína (Cys) na posição 8 por Pro; 3Substituição de fenilalanina (Phe) na posição 6 por alanina 

(Ala); 4Substituição de lisina (Lys) na posição 21 por alanina (Ala). 
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Tabela 1: (cont.). 

Proteína Modelos Experimentais 
Proteínas envolvidas nas 

vias de sinalização 
Conclusões finais Referência 

HN, HN-C8P5 In vitro: Células CSM14.1, 

HCT116, Cos7, SF268 e PC-3 

BAX  HN impede a translocação de BAX para as mitocôndrias e 

impede a libertação do citocromo c, inibindo assim a via 

apoptótica.. 

[53] 

HN In vitro: Células C126S, C3S, 

C15S, C28S, S76C 

Bax and Bid 

 

HN impede a translocação e oligomerização do Bax e tBid nas 

membranas mitocondriais, inibindo a formação de poros e a 

libertação de citocromo c. 

[60] 

HN, HNG In vitro: Células SH-SY5Y, B16, 

HEK293 

In vivo: ratinho C57BL/6N, C. 

elegans 

Autofagia HN é um indutor de autofagia. 

[61] 

HN In vitro: Células hRPE Autofagia HN protege as células hRPE contra a morte celular induzida 

pelo stress oxidativo e restaura a função mitocondrial. 
[41] 

HN In vitro: células COS7, F11, 

NTG18, yeast-2-hybrid, 

neurónios primários E-14 e 

cérebros de ratinho E-14 

TRIM11 TRIM11 desempenha um papel na regulação do nível 

intracelular da HN através das vias de degradação de proteínas 

mediadas pela ubiquitina. 
[62] 

HN, HNA e HNG In vitro: Células HEK293, F11, 

yeast-2-hybrid 

In vivo: Rato Wistar 

VSTM2L VSTM2L é um antagonista secretado da HN, desempenha um 

papel importante na modulação da sua atividade 

neuroprotetora. 

[63] 

5Substituição de cisteína (Cys) na posição 8 por prolina (Pro).
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O nível e a estabilidade da HN são regulados pela proteína Tripartite Motif Containing 11 (TRIM11), 

uma ligase E3 ubiquitina. A perda da proteína TRIM11 leva a uma redução nos níveis da HN, sugerindo 

que a HN é degradada através da via ubiquitina-proteossoma, sendo este processo mediado pelo 

inibidor de proteossoma (Figura 4A) [62]. Por outro lado, a HN liga-se à proteína IGFBP3 intracelular, 

um factor pró-apoptótico, e regula a sua interação com a importina-β1, mediando a atividade celular 

induzida pela IGFBP3 (Figura 4A) [52, 59]. A autofagia mediada por chaperone é ativada pela HN, que 

estabiliza a interação entre a Heat shock protein 90 (HSP90) e os substratos das chaperonas, 

protegendo as células da apoptose induzida por stress [64].  

No meio extracelular, a HN secretada liga-se a recetores da superfície celular, como G protein-

coupled formyl peptide receptor-like-1 (FPRL1/FPRL2) [56, 57], para inibir a morte celular neuronal 

mediada pela Apoptosis Signal-Regulating Kinase (ASK) e pela c-Jun N-terminal (JNK), via da sinalização 

das MAP kinase (MAPK) (Figura 4B) [30]. Por outro lado, a HN Interage com os recetores triméricos 

CNTFR-α/gp130/WSX-1 da superfície, promovendo efeitos protetores e ativando as cascatas de 

sinalização JAK2/STAT3, o que é fundamental para a sua ação neuroprotetora (Figura 4B) [58]. A HN 

interage também com a proteína IGFBP-3, para diminuir os níveis circulantes de insulin-like growth 

factor 1 (IGF-1) [65]. O IGF-1, por sua vez, parece ter um papel negativo na regulação dos níveis da 

HN, pois, quando os níveis de IGF-I aumentam, os níveis da HN tendem a diminuir [66]. Em modelos 

experimentais, foi observado que a ativação da via de sinalização do IGF-I está associada à redução 

dos níveis da HN, indicando que o IGF-I pode atuar como um inibidor da produção de HN [66]. A HN 

interage com a proteína V-set and transmembrane domain containing 2 like (VSTM2L), que é 

secretada para o meio extracelular. Embora a HN tenha um efeito neuroprotetor, o VSTM2L atua 

como um potente antagonista da atividade da HN, inibindo a sua capacidade neuroprotetora nas 

células neuronais (Figura 4A) [63]. 
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Figura 4: Mecanismo de ação da humanina (HN) e as interações nas vias de sinalização. A) a HN está presente 

de forma intracelular, regulando as vias de sinalização apoptóticas e atividade celular. Ao ligar -se a várias 

proteínas, incluindo proteínas pro-apoptóticas membros da família B-cell lymphoma (BCL2), e à proteína insulin 

like growth factor binding protein 3  (IGFBP3) intracelular. A HN é regulada pelo Tripartite Motif Containing 11 

(TRIM11) através da degradação pela via ubiquitina-proteassoma. A HN presente na forma intracelular interage 

também com proteínas extracelulares como V-set and transmembrane domain containin 2 like (VSTM2L) e 

IGFBP3. B) No meio extracelular, a HN secretada liga-se a recetores na superfície celular, mediando vias de 

sinalização e promovendo um efeito citoprotector [18]. 

 

1.2.5. Potencial da HN e seus análogos como agentes terapêuticos 

Estudos recentes têm investigado extensivamente o impacto da HN em doenças 

neurodegenerativas, bem como em outras condições fisiopatológicas relacionadas com a idade, 

através de modelos in vitro e in vivo [17, 18, 32]. Estes estudos têm explorado o potencial do 

micropéptido da HN e dos seus análogos como agentes terapêuticos. As tabelas 2 e 3 apresenta alguns 

estudos realizados até ao presente, incluindo as intervenções realizadas. No entanto, até ao 

momento, não há ensaios clínicos em humanos que avaliem a eficácia da HN e dos seus análogos.  
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Tabela 2: Estudos representativos sobre a HN em indivíduos com várias doenças. 

Doença Tipo de amostra em estudo Métodos analíticos Referência 

Lewy Body diseases, Doença 

de Parkinson, Doença de 

Alzheimer 

Sangue total PCR quantitativa em 

tempo real 

[67] 

Doença de Parkinson Plasma Elisa e Western Blot [68] 

Doença de Alzheimer e 

Diabetes de tipo 2 

Plasma ELISA [69] 

Diabetes Mellitus tipo 2 e 

Doença de Alzheimer 

Plasma ELISA [37] 

Doença de Parkinson PBMCs (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) 

PCR quantitativa em 

tempo real 

[70] 

Lewy Body diseases Tecido post-mortem do córtex 

temporal 

PCR quantitativa em 

tempo real 

[71] 

Lewy Body diseases, Doença 

de Parkinson, Doença de 

Alzheimer 

Tecido do córtex temporal das 

sinucleinopatias 

Imuno-histoquímica [67] 
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Tabela 3: Estudos representativos sobre a humanina (HN) e os seus análogos utilizando vários modelos experimentais  

HN/ Análogos da HN Doença Modelos experimentais Métodos analíticos Referência 

HN Atrofia dentatorubro-

palidoluisiana  

In vitro: células PC12 Western Blot [72] 

HN Doença de Parkinson  Ex vivo: culturas organotípicas de cérebros Western Blot [68] 

In vitro: linha celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y e 

linha celular de feocromocitoma de ratinho PC12 

Western Blot e  

PCR quantitativa em tempo 

real 

[68] 

In vivo: ratinho C57BL/6-wild type e ratinho C57BL/6-

Transgénico 

ELISA e Western Blot [68] 

HN Doença de Alzheimer In vivo: ratinho Wistar Western Blot [73] 

HN e S14G-HN 
(HNG)1 

Doença inflamatória 
intestinal 

Ex vivo: tecido de placas de crescimento humana, ossos 

metatarsais fetais de ratinho 

Imuno-histoquímica [74] 

In vivo: linha celular condrocítica humana HCS-2/8 Imunofluorescência, Western 

Blot e PCR quantitativa em 

tempo real 

[74] 

Rattin (rHN), HN, 

F6A-HN2, HNG, HNG-

F6A3 

Diabetes Mellitus tipo 

2, Doença de 

Alzheimer 

In vivo: ratinhos Sprague−Dawley ELISA [37] 

Transducible 

humanin with an 

extended caspase-3 

cleavage sequence 

(tHN-C3) 

Doença de Alzheimer  

 

In vitro: células SH-SY5Y e dPC12 

 

Western Blot [38] 

In vivo: ratinho transgénico (Tg2576) Immunohistoquímica  [38] 

1Substituição de serina (Ser) na posição 14 por glicina (Gly);  2Substituição de fenilalanina (Phe) na posição 6 por alanina (Ala); 3HNG com substituição de fenilalanina (Phe) na 

posição 6 e serina (Ser) na posição 14 por glicina (Gly).
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1.3. Humanin-like nuclear (HN-like) 

Para além da HN codificada pela mtDNA, foram identificados, através de análises 

bioinformáticas, treze péptidos humanin-like nuclear, codificados por genes nucleares [39]. 

Estes genes, designados como MTRNR2L1 a MTRNR2L13, que abrangem 24 e 28 aminoácidos e 

estão localizados em vários cromossomas (Tabela 4) [39]. Os peptídeos MTRNR2L1, MTRNR2L8 

e MTRNR2L9 são altamente expressos no coração, nos rins e nos testículos [39]. Os genes 

MTRNR2L8 e o MTRN2L12 apresentam o mesmo padrão de expressão que a HN [39]. Embora 

localizados em cromossomas diferentes, estes genes codificam sequências de aminoácidos 

idênticas, com uma substituição de serina (Ser) por leucina (Leu) na posição do micropeptídeo 

da HN [39]. 

 

Tabela 4: Localização cromossómica, sequências e a composição de aa (aminoácidos) dos genes humanin-

like nuclear [18] 

Gene Cromossoma Sequência aa 

MTRNR2L1 17p11.2 M A P R G F S C L L L S T S E I D L P V K R R T 24 

MTRNR2L2 5q14.1 M A P R G F S C L L L S T S E I D L P V K R L L S S V F 28 

MTRNR2L3 20q13.31 M A T R R F S C L L L S T S E I D L S V K R R I 24 

MTRNR2L4 16p13.3 M A T Q G F S C L L L S V S E I D L S M K R Q Y K Q I R 28 

MTRNR2L5 10q21.1 M A T P G F S C L L L S T S E I D L P M K R R V 24 

MTRNR2L6 7q34 M T P R G F S C L L L P T S E T D L P V K R R T 24 

MTRNR2L7 10p11.21 M A T G G F G C L L L L I R E I D L S V K R Q I 24 

MTRNR2L8 11p15.3 M A P R G F S C L L L S T T S E I D L P V K R R A 24 

MTRNR2L9 6q11.1 M A R R G F S C L L L S T T A T D L P V K R R T 24 

MTRNR2L10 Xp11.21 M T T R G F S C L L L L I R E I D L S A K R R I 24 

MTRNR2L11 1q42.3 M A T R G F S C L L L V I S E I D L S V K R W V 24 

MTRNR2L12 3q11.2 M A P R G F S C L L L S T S E I D L P M A P V K R R A  27 

MTRNR2L13 4q26 M D T Q G F S C L L L L I S E I D L S V K R R I 24 
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1.4. Pertinência e objetivos 

A HN tem sido amplamente investigada desde a sua descoberta, revelando propriedades 

neuroprotetoras, citoprotetoras e anti-apoptóticas em diversos estudos in vitro e in vivo [17, 18, 

33, 75]. Estes estudos indicam que a HN desempenha um papel essencial na regulação da 

sobrevivência e função celular, especialmente nas células do sistema nervoso, e apresenta assim 

um potencial para várias aplicações terapêuticas na proteção contra diversas condições 

fisiopatológicas [17, 18]. 

Vários estudos reportam níveis diminuídos da proteína HN em diversas doenças, 

incluindo doenças neurodegenerativas, tais como a doença de Alzheimer e a Mitochondrial 

encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes (MELAS) [76]; no entanto, essa 

redução não é observada em outras condições, como por exemplo a doença de Parkinson [68, 

70]. De acordo com a literatura disponível, não há estudos publicados que relacionem a 

expressão da HN com a DMJ, apesar do potencial como agente terapêutico deste 

micropeptídeo. Considerando que existem vários estudos que reportam a ocorrência de 

disfunção mitocondrial em indivíduos DMJ, incluindo alterações na expressão de transcritos [15, 

77] e proteínas da família BCL2 [15] em amostras de sangue de sujeitos DMJ, torna-se relevante 

estudar os níveis dos transcritos da HN em amostras de sangue periférico de doentes DMJ, no 

sentido de caracterizar o seu comportamento nesta doença.  

Uma vez que a HN já demonstrou benefícios em outras doenças neurodegenerativas, a 

sua capacidade de modular a função mitocondrial e reduzir a apoptose pode ser relevante para 

o desenvolvimento de estratégias terapêuticas específicas para a DMJ. Tendo isso em conta, o 

presente estudo teve como objetivos: 

i) Implementar o desenho da metodologia para a análise dos níveis dos transcritos da HN, 

em amostras de sangue total de doentes DMJ; 
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ii) Analisar os níveis dos transcritos da HN em amostras de sangue total de doentes DMJ, 

comparando-os com controlos emparelhados por idade à colheita; 

iii)  Correlacionar os níveis dos transcritos da HN com os dados demográficos (idade e sexo), 

clínicos (idade de início dos sintomas, duração da doença, e pontuação total de duas 

escalas neurológicas SARA - Scale for the Assessment and Rating of Ataxia - e INAS -

Inventory of Non-Ataxia Signs) e genéticos (número de repetições CAG no alelo 

expandido) dos doentes. 
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2. Sujeitos e Métodos 

2.1. Sujeitos e dados clínicos  

Neste estudo foram utilizadas 41 amostras de RNA total, previamente extraído de 

amostras de sangue total de doentes DMJ de famílias açorianas [78]. Foram também usadas 72 

amostras de RNA total, previamente extraído de amostras de sangue total de indivíduos 

saudáveis de origem açoriana, que foram utilizados como controlos [78]. 

Os doentes DMJ foram avaliados clinicamente por um neurologista no âmbito do projeto 

ESMI (European Spinocerebellar Ataxia Type 3/Machado-Joseph Disease Initiative), 

(JPCOFUND/0002/2015) tendo todos apresentado uma pontuação total da SARA ≥3 [79]. A 

confirmação molecular da presença da mutação no gene ATXN3 foi efetuada de acordo com o 

protocolo descrito por Bettencourt e colaboradores [80].  

A caracterização demográfica (sexo e idade à colheita), clínica e genética dos doentes 

foi feita através da informação pseudonimizada disponível na base de dados do consórcio ESMI. 

A idade de início foi definida como a idade de aparecimento dos primeiros sintomas, referidos 

pelo doente ou familiar próximo. A duração da doença foi definida como o tempo decorrido 

entre a idade de início e a idade da avaliação neurológica/colheita de sangue. Estavam também 

disponíveis as pontuações de duas escalas neurológicas:  1) a escala SARA que é constituída por 

8 itens, a qual avalia a severidade da ataxia, apresentando uma pontuação total que varia entre 

0 e 40 [81]; e 2) a escala INAS que é composta por 30 itens que avaliam vários sinais não 

relacionados com a ataxia e com sinais oculomotores cerebelares. A pontuação da INAS avalia a 

presença ou ausência de 16 sinais não atáxicos, variando entre 0 e 16 pontos [82]. Estava ainda 

disponível o genótipo dos doentes (número de repetições CAG no alelo normal e expandido). 

Neste estudo, foram também usadas 72 amostras de sangue total de indivíduos sem 

doença de Machado-Joseph (controlos) que foram colhidas no âmbito do projeto REFAZOR. 

Estes indivíduos foram excluídos para a mutação no gene ATXN3 de acordo com o protocolo 

descrito por Bettencourt e colaboradores [80] ou através de um protocolo in-house que permite 
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a exclusão da mutação por eletroforese em gel de agarose. Os controlos foram emparelhados 

por idade com os doentes DMJ. 

O RNA total das amostras de sangue dos doentes DMJ e dos indivíduos saudáveis foi 

previamente extraído e encontra-se armazenado a -80ᵒC. 

O projeto ESMI, no qual se insere a presente tese, foi aprovado pela Comissão de Ética 

do Hospital do Divino Espírito Santo (HDES, Ponta Delgada, Açores, Portugal) e pela Universidade 

dos Açores (Parecer 01/2021). O estudo incluiu um grupo de controlos, cujas amostras foram 

obtidas através do projeto REFAZOR, o qual foi igualmente aprovado pela Comissão de Ética da 

Universidade dos Açores (Parecer 9/2018). Todos os participantes do estudo assinaram um 

termo de consentimento informado por escrito, conforme os requisitos éticos.  

 

2.2. Métodos 

O desenho experimental do estudo está representado na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática do desenho experimental do estudo. As etapas incluem: (A) 

Primeiro foi feito o controlo de qualidade das amostras, nomeadamente a quantificação do RNA total, a 

avaliação da integridade do mesmo, e a deteção da presença/ausência de DNA mitocondrial (mtDNA) nas 
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mesmas; (B) As amostras em que se observou presença de mtDNA foram tratadas com DNase I e 

posteriormente foi efetuada nova verificação para confirmar a eliminação do mtDNA. Depois desta etapa, 

foram selecionadas 20 amostras de doentes DMJ (idade média 48,20 ± 12,78 anos) e 20 amostras de 

controlos (idade média 44,15 ± 10,72 anos) para as seguintes etapas; C) Foi feita a retrotranscrição reversa 

usando um primer Oligo (dT); e D) Determinação dos níveis de expressão dos transcritos da HN através da 

técnica de PCR quantitativa em tempo-real (qPCR) usando um TaqMan Custom Assay da humanina 

desenhado pelo grupo liderado pela Doutora Manuela Lima (UAc). 

 

2.2.1. Avaliação da integridade do RNA total e da ausência de contaminação das amostras 

com DNA mitocondrial (mtDNA)  

A quantificação de RNA total de todas as amostras (doentes, n=41 e controlos, n=72) foi 

efetuada no Nanodrop 2000c (Thermo Scientific), e a sua integridade foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando um marcador de peso molecular de 1kb 

(Hyperladder, Thermo Scientific) (Figura 5A). A integridade das amostras foi avaliada pela 

presença de bandas nítidas de RNA de 28S e 18S no gel de agarose , em que a banda 28S é 

aproximadamente duas vezes mais intensa que a 18S. Nas amostras que passaram o primeiro 

passo do controlo de qualidade, foi confirmada a ausência de contaminação de mtDNA. A 

confirmação da ausência de mtDNA nas amostras é essencial para garantir que o RNA total não 

apresenta contaminação de mtDNA. Para avaliar a presença/ausência de contaminação, as 

amostras de RNA total foram amplificadas por PCR (Polymerase chain reaction), tendo como 

alvo o segmento hipervariável I (HVRI) do mtDNA da região controlo utilizando o primer foward 

L15907-F (5’-ATACACCAGTCTTGTAAACC-3’), que se liga ao gene mitocondrial MT-TT (tRNA-thr) 

[83], e o primer reverse H8-R (5’-GGTTAATAGGGTGATAGACC-3’) [84]. A reação de amplificação 

foi efetuada num volume total de 25 µl usando as seguintes concentrações de reagentes: 1x 

tampão, 1x DMSO, 2,5mM MgCl2, 0,3mM dNTPs, 1µM primer foward e reverse (25uM), 1U de 

DreamTaq DNA polimerase e aproximadamente 100ng de RNA. A amplificação foi feita num 

termociclador ProFlexTM PCR System (Applied Biosystems) utilizando as seguintes condições: 



 

22 
 

desnaturação durante 5’ a 94ᵒC, seguida de 34 ciclos de 1’ a 94ᵒC, 30’’ a 55ᵒC e 1’ a 72ᵒC; e por 

fim uma extensão final de 7’ a 72ᵒC. Na PCR foi usado um controlo negativo (NTC- No-template 

control), na qual estavam presentes todos os componentes da PCR exceto a amostra, para 

detetar possíveis contaminações dos reagentes de PCR. Foi também utilizada uma amostra de 

DNA genómico como controlo positivo para garantir que o fragmento amplificado era o 

fragmento mtDNA de interesse. Em seguida confirmou-se a presença/ausência de mtDNA por 

eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando um marcador de peso molecular de  100bp 

[85]. O fragmento amplificado na PCR tem um tamanho de 690pb, sendo este tamanho que se 

deteta no gel.  

 

2.2.2. Tratamento com DNase I 

Todas as amostras de RNA total que passaram na etapa de avaliação da integridade e 

onde foi detetada a presença de mtDNA (contaminação), foram tratadas com DNase I, de acordo 

com o protocolo descrito no kit DNase I, RNase-free (Thermo Scientific) de modo a remover a 

contaminação de mtDNA (Figura 5B). Este tratamento é fundamental não só para remoção de 

mtDNA, como também do DNA genómico, pois a sua presença pode interferir na análise de 

expressão por qPCR resultado em falsos positivos [86]. Após o tratamento com DNase I, foi feita 

novamente uma PCR, para comprovar a ausência de amplificação do fragmento de mtDNA. O 

resultado da PCR foi verificado através de uma eletroforese em gel de agarose a 1,5%. A PCR e 

a eletroforese foram realizadas de acordo com o descrito anteriormente no ponto 2.2.1 (Figura 

5B). A seguir a esta etapa foram selecionadas 20 amostras de doentes e 20 amostras de 

controlos emparelhadas por idade, que passaram as duas primeiras etapas (RNA total integro e 

sem contaminação de mtDNA, para posteriormente analisar da expressão do transcrito da HN 

por qPCR.  
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2.2.3. Retrotranscrição 

Devido à semelhança entre a sequência do MT-RNR2, o qual codifica o 16S rRNA e a 

sequência da HN, originada a partir da small ORF MT-RNR2, torna-se fundamental garantir a 

ausência de transcritos do 16S rRNA nas amostras nas quais se vai quantificar o transcrito da 

HN. Para tal, foi feita a retrotrasncrição reversa nas amostras de RNA total que passaram as duas 

etapas anteriores (Figura 5A e 5B), utilizando-se o Kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis 

(Thermo Scientific), que usa o primer Oligo (dT)18. Este primer liga-se à cauda de poli-A presente 

nos mRNAs, garantindo a amplificação exclusiva do mRNA durante a síntese de cDNA. O volume 

final de 20 µL de cDNA foi armazenado a -80ᵒC. 

 

2.2.4. PCR quantitativa em Tempo-real 

Todas as experiências de qPCR (Figura 5D) foram efetuadas utilizando os seguintes 

reagentes:  Taqman Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems), TaqMan Custom Assay 

Humanin (Applied Biosystems), (Foward: 5-GGCATAACACAGCAAGACGAGA-3, Reverse: 5-

ACTGCTCGGAGGTTGGGTT-3 e sonda: 5-CCCACAGGTCCTAAAC-3), e o Taqman Assay TRAP1 (TNF 

receptor associated protein 1; Hs00972326_m1) que foi usado como gene de referência [87]. 

Cada amostra foi analisada em triplicado numa placa de 96 poços, para o gene de interesse e 

para o gene de referência, tendo as amostras dos doentes DMJ sido processadas na mesma 

placa que os seus respetivos controlos emparelhados por idade. Foi usado 100ng de cDNA em 

cada um dos replicados. As experiências de qPCR foram realizadas no ABI StepOnePlus (Applied 

Biosystems) utilizando as condições descritas pelo fabricante: desnaturação inicial de 95ᵒC 

durante 2’ seguida de 40 ciclos de 10’’ a 95ᵒC e 20’’ a 60ᵒC. Os valores de expressão relativa 

foram calculados utilizando o método 2-ΔCq no software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems). 
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2.3. Análises de dados 

Foi efetuada a análise descritiva dos dados demográficos, clínicos (idade de início da 

doença, duração da doença, pontuações totais de SARA e de INAS e genéticos (número de 

repetições do CAG normal e alelo expandido) dos doentes. Esta análise foi também utilizada 

para fazer a descrição dos dados demográficos dos controlos. 

Antes das análises estatísticas, procedeu-se à identificação e remoção de outliers. O 

teste de Mann-Whitney U foi utilizado para confirmar que não existiam diferenças significativas 

na idade à colheita entre doentes e controlos. Este teste foi usado igualmente para comprovar 

que não existiam diferenças no rácio homens/mulheres entre os dois grupos biológicos em 

estudo. Na ausência de diferenças significativas entre os grupos (doentes e controlos) em 

relação à idade e ao sexo (p>0.05), não foi necessário ajustar essas variáveis na análise de 

comparação dos níveis dos transcritos da HN entre os dois grupos. Por fim, para determinar se 

há diferenças nos níveis dos transcritos da HN entre doentes e controlos utilizou-se o teste de 

Mann-Whitney U. 

Para verificar se era necessário ajustar as variáveis idade à colheita e sexo, aquando das 

análises de correlação entre os níveis de HN e as características clínicas e genéticas dos doentes, 

analisou-se a correlação entre os níveis dos transcritos da HN e estas duas variáveis na 

população controlo, utilizando o coeficiente de correlação de Spearman (rho). Em seguida, 

analisaram-se as correlações entre os níveis de HN e os dados genéticos (número de repetições 

CAG no alelo normal e no alelo expandido) e os dados clínicos dos doentes (duração da doença, 

pontuação total das escalas neurológicas SARA e INAS) utilizando um teste de correlação parcial 

de Spearman (rho), ajustando para a variável idade à colheita. Uma correlação parcial de 

Spearman (rho) foi efetuada para analisar a correlação entre os níveis de HN e idade de início 

dos sintomas, ajustando à idade à colheita e ao número de repetições CAGs no alelo expandido.  
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Os procedimentos estatísticos foram efetuados com recurso ao programa IBM SPSS 

Statistics, versão 28 (IBM Corp., Armonk, N.Y., EUA), tendo sido considerado significativo o valor 

de p <0,05. O programa GraphPad Prism version 10 (GraphPad Software, San Diego Califórnia 

USA) foi utilizado para identificar os outliers (ROUT method Q=0,1%) e para gerar o gráfico. 
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3. Resultados e discussão 

3.1. Caraterização demográfica das amostras usadas na determinação dos níveis de HN 

Um total de 40 sujeitos de origem açoriana (20 doentes DMJ e 20 indivíduos saudáveis, 

não portadores da mutação da DMJ), foram incluídos no estudo da determinação dos níveis dos 

transcritos da HN. A caraterização dos doentes e controlos usados neste estudo é apresentada 

na tabela 5.  

O grupo dos doentes DMJ é constituído por 11 indivíduos do sexo masculino e nove 

indivíduos do sexo feminino. A média do número de repetições do alelo normal (alelo 1) é de 

22,25 ± 4,32 [14-28], e do alelo expandido (alelo 2) é de 73,60 ± 3,50 [67-80]. No estudo da 

coorte açoriana realizado por Lima e colaboradores [88], indicou que o alelo normal mais 

frequente foi de 23 repetições, com intervalos de 14 a 29, e o alelo expandido foi de 72 

repetições, com intervalos de 59 a 77 repetições. Apesar das distintas formas de reportar os 

dados, os valores observados são semelhantes. Em relação à idade de início dos primeiros 

sintomas, a média foi de 34,70 ± 9,87 anos, com um mínimo de 16 anos e um máximo de 56 

anos. Este resultado é semelhante ao do observado do previamente na coorte dos Açores [88], 

que relataram uma média de 36,5 ± 9,55, com limites entre 16 e 60 anos. Na escala SARA (cuja 

pontuação máxima é 40), os doentes apresentaram uma pontuação que variou entre o 3  e os 

29, com uma média de 12,73 ± 7,75. Estes resultados são semelhantes aos reportados no estudo 

realizado por Lima e colaboradores [88], em que  os doentes DMJ apresentavam uma pontuação 

que variava entre 3 e 29, e tinham uma pontuação média da SARA  de 14,39 ± 8,19. No caso da 

escala INAS (cujo máximo de pontuação é 16), as pontuações dos doentes neste estudo variaram 

entre o 1 e o 9, com uma média de 4,35 ± 2,66, sendo estes resultados similares os reportados  

por Lima e colaboradores [88], com uma média de 4,69  ± 2,58. Relativamente à duração da 

doença, esta foi de 13,50 ± 8,37 anos, com um mínimo de 1 e um máximo de 32 anos, valores 
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muito próximos aos observados no estudo de Lima e colaboradores [88], que reportaram uma 

média de 11,7 ± 6,54 com intervalos de 1 a 31.  

O grupo controlo é composto por 13 indivíduos do sexo masculino e sete indivíduos do 

sexo feminino. O número médio de repetições CAG no alelo 1 neste grupo é de 18,18 ± 4,14 [14-

24] e no alelo 2, o número médio de repetições CAG é de 22,36 ± 3,53 [14-27]. Tal como seria 

expectável, já que o emparelhamento por idades foi um critério de seleção dos indivíduos do 

grupo controlo, a idade dos indivíduos à colheita são semelhantes entre os dois grupos 

estudados (teste de Mann-Whitney U; p=0,231), variando entre 23 e 68 anos de idade (48,20 ± 

12,78) no grupo dos doentes, e entre 25 e 63 anos de idade (44,15 ± 10,72) no grupo dos 

controlos.  

 

Tabela 5: Caracterização demográfica, clínica e genética dos sujeitos incluídos nos dois grupos biológicos 

estudados (doentes DMJ e controlos). 

Sujeitos 

DMJ  
N (Masculino; Feminino) 20 (11; 9) 

Idade à colheita 48,20 ± 12,78 [23; 68] 
Alelo normal 22,25 ± 4,32 [14;28] 
Alelo expandido 73,60 ± 3,50 [67;80] 
Idade de início 34,70 ± 9,87 [16; 56] 

SARA 12,73 ± 7,75 [3,0; 29,0] 
INAS 4,35 ± 2,66 [1;9] 
Duração da doença 13,50 ± 8,37 [1;32] 

Controlos  
N (Masculino; Feminino) 20 (13;7) 

Idade à colheita 44,15 ± 10,72 [25; 63] 
Alelo 1 18,18 ± 4,14 [14;24]* 
Alelo 2 22,36 ± 3,53 [14;27]* 

As variáveis quantitativas são apresentadas como média ± desvio-padrão [mínimo; máximo]; alelo 1: número de 

repetições CAG no alelo normal dos controlos; alelo 2: número de repetições CAG no alelo normal dos controlos. 

*Informação disponível para 11 controlos. 
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3.2. Avaliação da integridade do RNA total e da ausência de contaminação das amostras 

com mtDNA 

Das 113 amostras de RNA total analisadas (41 de doentes DMJ e 72 de controlos), 

apenas 83 (41 de doentes e 42 de controlos) foram consideradas como íntegras, com base na 

análise das bandas dos fragmentos do 28S e 18S, obtidas por eletroforese em gel de agarose. A 

integridade destas 83 amostras foi confirmada pela presença de duas bandas bem definidas 

destes dois fragmentos, em que a banda do fragmento 28S apresentava uma maior intensidade, 

e pela ausência de um arrastamento no gel (Figura 6), o que indica que o RNA total estava integro 

[88]. Em contraste, nas amostras degradadas, as bandas dos fragmentos 28S e 18S 

apresentavam uma intensidade fraca e semelhante entre si, e também a presença de um 

arrastamento no gel (Figura 6). Trinta amostras de indivíduos controlos foram também excluídas 

por indicarem degradação do RNA total, uma vez que apresentavam a presença de um 

arrastamento no gel e, as bandas dos fragmentos 28S e 18S não apresentarem as condições 

indicadas acima (Figura 6). Estes resultados demonstram a relevância da avaliação da 

integridade do RNA total, um passo importante em estudos de expressão génica, pois garante a 

fiabilidade dos resultados [89, 90]. A degradação do RNA total pode comprometer a eficiência 

da transcrição reversa e, consequentemente, a precisão da quantificação do transcrito da HN. 

Portanto, as amostras que não cumpriam os critérios de integridade referidos acima como a 

presença do arrastamento no gel ou ausência de bandas dos fragmentos 28S e 18S nítidas, não 

passaram para a etapa seguinte. 
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Figura 6: Representação do resultados obtido na avaliação da integridade do RNA total nas amostras 

estudadas: (A) Amostras que apresentam integridade do RNA total, em que se pode observar bandas bem 

definidas dos fragmentos 28S e 18S, e em que a banda do 28S é mais intensa; e (B) Amostras que 

apresentam degradação do RNA total, onde se pode observar a presença de um arrastamento no gel, e 

as bandas dos fragmentos 28S e 18S pouco definidas. A verificação da integridade do RNA total foi feita 

por eletroforese em gel de agarose a 1%, usando um marcador de peso molecular de 1kb. 

 

Na análise da ausência de contaminação das amostras com mtDNA foram analisadas as 41 

amostras de doentes DMJ e 42 amostras de controlos consideradas íntegras. Dezasseis amostras 

(12 de doentes DMJ e 4 de controlos) não apresentavam contaminação com mtDNA, uma vez 

que não se obteve uma banda com um tamanho de 690pb, fragmento amplificado com as 

condições de PCR descritas na secção 2.2.1, e observado na amostras de DNA genómico usada 

como controlo positivo (Figura 7). Em contraste, foi detetada a presença de mtDNA em 67 

amostras (29 de doentes DMJ e 38 de controlos), estando presente uma banda com um tamanho 

de 690 pb no gel semelhante aquela encontrada do controlo positivo usado na PCR (Figura 7).  
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Figura 7: Representação do resultados obtido na avaliação da deteção de contaminação por mtDNA nas 

amostras de RNA total: (A) Amostras de RNA total sem contaminação com mtDNA; (B) Amostras de RNA 

total com contaminação de mtDNA; (C) Amostra de DNA genómico usada como controlo positivo; e (D) 

Controlo negativo, reacção de PCR na qual estavam presentes todos os componentes a amostra de RNA 

total. A verificação da deteção de contaminação por mtDNA foi feita por eletroforese em gel de agarose 

a 1,5%, usando um marcador de peso molecular de 100bp.  

 

Os resultados obtidos demonstram que a verificação da deteção de contaminação por mtDNA é 

extremamente importante, pois a presença do mtDNA nas amostras de RNA total pode induzir 

ao aparecimento de falso-positivos nas análises de expressão por qPCR, comprometendo a 

interpretação dos dados [86]. Uma vez que os procedimentos de extração de RNA total podem 

não remover completamente o mtDNA, a verificação da ausência de contaminação de mtDNA 

torna-se uma etapa crítica para garantir a obtenção de resultados precisos [91]. As 67 amostras 

que apresentaram contaminação foram submetidas a um tratamento com DNase I. 

 

3.3. Tratamento com DNase I 

As 67 amostras de RNA com integridade e que mostraram estar contaminadas com 

mtDNA foram tratadas com DNase I, sendo este tratamento fundamental para remover o DNA 

genómico e mtDNA, e desde modo assegurar a pureza do RNA [86]. Após o tratamento, 

verificou-se a eficácia do mesmo utilizando a metodologia descrita na secção 2.2.1, sendo que 

este foi eficaz em apenas 57 amostras (29 de doentes DMJ e 28 de controlos), nas quais não se 

B 
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detetou amplificação do fragmento de mtDNA, indicando assim ausência de contaminação 

(Figura 8). Nas amostras em que o tratamento não foi eficaz, observou-se uma banda com um 

tamanho de 690pb semelhante à observada no controlo positivo, o que indica a presença de 

mtDNA (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Representação do resultado obtido na avaliação da detecção contaminação de mtDNA, (A) antes 

do tratamento com DNase I, e (B) depois do tratamento com DNase I: (1) Amostras de RNA total com 

contaminação de mtDNA; (2) Amostras de RNA total sem contaminação de mtDNA; (3) Amostra de DNA 

genómico usada como controlo positivo; e (4) Controlo negativo, reacção de PCR na qual estavam 

presentes todos os componentes a amostra de RNA total. A verificação da deteção de contaminação por 

mtDNA foi feita por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, usando um marcador de peso molecular de 

100bp. 

 

Após o tratamento com DNase I, verificou-se que algumas amostras ainda apresentavam 

contaminação, indicando que o tratamento não foi eficaz. Portanto, estes resultados vem 

reforçar que a confirmação da ausência da contaminação de mtDNA é uma etapa crítica no 

processo de purificação do RNA. A confirmação por PCR dos resultados do tratamento com 

DNase I, não só valida a eficácia do mesmo, mas também é importante para garantir a qualidade 

dos dados nas análises de qPCR. Embora o tratamento com DNase I de seja um passo 

fundamental, este nem sempre é eficaz na remoção do DNA genómico [92, 93].  
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3.4.  Transcrição reversa e experiências de qPCR 

As etapas anteriormente descritas, que incluíram a verificação da integridade do RNA e 

a ausência de contaminação com mtDNA e o tratamento com DNase I (no caso das amostras 

que apresentaram contaminação), foram fundamentais para a realização eficaz da transcrição 

reversa e da análise por qPCR.  

 Nas experiências de qPCR, usou-se TaqMan Assays porque estes apresentam uma 

elevada precisão e especificidade comparativamente ao método de Sybr Green, uma vez que 

utiliza sondas específicas que minimizam o risco de resultados falsos positivos, garantindo assim 

uma maior fiabilidade nos dados obtidos [94]. Neste estudo utilizou um TaqMan Custom Assay 

da HN (Applied Biosystems) que foi desenhado no âmbito de um projeto liderado pela Doutora 

Manuela Lima (UAc). O desenho deste TaqMan Custom Assay foi feito para garantir apenas a 

amplificação do transcrito da HN, assegurando assim uma elevada especificidade e evitando a 

amplificação de outros transcritos semelhantes, como os humanin-like. Apesar de já existir na 

literatura um TaqMan Custom Assay da HN desenhado por Salemi e colaboradores [70], 

verificou-se que este amplifica não só os transcritos da HN, mas também os de MTRNR2L8 e 

MTRNR2L12, que são expressos no sangue [39, 95, 96]. Daí a necessidade de usar neste estudo, 

um TaqMan assay que apenas amplifica o transcrito da HN.  

 A implementação de uma metodologia fiável, desde a parte do controlo de qualidade 

até à qPCR, foi crucial para garantir a precisão na quantificação dos níveis dos transcritos da HN, 

e desta forma garantir que os resultados obtidos refletem com precisão a expressão dos 

transcritos da HN. O desenho metodológico demonstrou ser uma ferramenta valiosa para 

analise dos níveis dos transcritos da HN, podendo ser aplicada em estudos futuros na DMJ ou 

em outras patologias que pretendam estudar os níveis dos transcritos da HN. 
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3.5. Análise da expressão diferencial do transcrito da HN 

No grupo de 20 doentes analisados, a média dos níveis dos transcritos da HN foi de 

213,03 ± 218,12, com um mínimo 20,00 e um máximo de 762,34. No grupo de 20 controlos, a 

média dos níveis de expressão da HN foi de 1066,16 ± 1330,86, com um mínimo de 49,87 e um 

máximo de 4477,16. Os níveis dos transcritos da HN revelaram-se estatisticamente diferentes 

entre o grupo dos doentes e dos controlos (teste de Mann-Whitney U; p<0,001), estando estes 

diminuídos nos doentes (Figura 9). Uma vez que tinham sido inicialmente identificados seis 

outliers (quatro relativos a amostras de controlos e dois a amostras de doentes), a mesma 

análise foi feita sem os seis outliers identificados, verificando-se que não houve alteração dos 

resultados (teste de Mann-Whitney U; p<0,001), e confirmando-se a diminuição dos níveis dos 

transcritos da HN nos doentes. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Comparação dos níveis dos transcritos da HN entre o grupo de 20 doentes e 20 controlos. Os 

seis outliers identificados (quatro de controlos e dois de doentes) estão delineados por um círculo azul. 

As barras horizontais representam a mediana e o intervalo de confiança com nível de confiança de 95% 

dos níveis de expressão para cada um dos grupos. Os círculos pretos correspondem aos indivíduos do 

grupo de controlo e os círculos vermelhos representam os indivíduos do grupo de doentes DMJ.  

 

A análise comparativa dos resultados do presente estudo com outros estudos é limitada, 

por um lado, pelo número reduzido de artigos que avaliam os níveis dos transcritos da HN em 
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doenças neurodegenerativas, e por outro, pelas diferenças metodológicas  observadas entre 

esses estudos. Ao contrário do observado no presente trabalho, os níveis dos transcritos da HN 

em amostras de sangue total de doentes com doença de Parkinson apresentavam valores 

semelhantes aos observados nos controlos [67] (Tabela 2). Da mesma forma, num outro estudo 

realizado pelo mesmo grupo [67], não se observaram diferenças significativas nos doentes com 

Demência com Corpos de Lewy em comparação com o grupo de controlos. Por outro lado, na 

doença de Alzheimer, observou-se um aumento nos níveis dos transcritos da HN no sangue dos 

doentes em relação aos controlos [67]. Num outro estudo sobre a doença de Parkinson [70], 

foram analisados os níveis dos transcritos da HN em células mononucleares do sangue periférico 

nos doentes, dado que estes apresentaram uma sobreexpressão dos níveis de HN (Tabela 2), os 

resultados indicaram um aumento dos níveis dos transcritos da HN em comparação com os 

controlos. Os resultados obtidos no presente estudo foram diferentes daqueles obtidos nos 

estudos referidos anteriormente [67, 70]. 

 A constatação de níveis diminuídos de transcrito da HN em doentes DMJ levanta 

questões sobre a função da HN na patogénese da doença, dado que já foram reportadas 

alterações na via mitocondrial e via apóptica em amostras de sangue de sujeitos DMJ [15, 77, 

97]. Raposo e colaboradores [77], observaram um aumento significativo na frequência da 

deleção mtDNA comum (m.8482_13460del4977) nos doentes DMJ em comparação com 

indivíduos controlos. Para além disso, outros estudos reportaram que a via apoptótica 

mitocondrial pode estar alterada em amostras de sangue de doentes DMJ, uma vez que: i) os 

níveis de transcritos de genes antiapoptóticos, como BCL2 e heat shock 27kDa protein 1 (HSPB1), 

estão reduzidos em doentes, havendo uma diminuição progressiva dos níveis de BCL2 ao longo 

duração da doença, o que poderá indicar uma disfunção na resposta ao stress mitocondrial [97]; 

e ii) [15] os níveis de transcritos do BCL2 estão diminuídos no sangue de doentes na fase inicial 

da doença (até 5 anos de duração da doença) em comparação com controlos emparelhados por 

sexo e idade, o que sugere que a desregulação da via apoptótica mitocondrial pode estar 
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relacionada com a progressão da DMJ. Vários estudos reportaram dados que suportam o facto 

das vias mitocondrial e a apoptótica estão alteradas na DMJ [15, 77], contudo o impacto destas 

alterações nos níveis de HN não está estudado. Uma vez que a HN intervém nestas duas vias e 

tem uma capacidade neuroprotetora [32, 53, 68], sublinha-se a necessidade de esclarecer 

relação da HN com a disfunção mitocondrial na DMJ, quer relacionando níveis dos transcritos 

da HN com “readouts” estabelecidos para a análise da função mitocondrial e da via apoptótica, 

quer estabelecendo essa relação com os níveis dos péptidos da HN. 

  Os níveis dos transcritos da HN noutras doenças neurodegenerativas mostraram um 

padrão variável [67, 70], não tendo sido detectadas diferenças entre doentes de doença de 

Parkinson e controlos [67], ou detetado níveis mais elevados em doentes de doença de 

Alzheimer e de doença de Parkinson em comparação com os respetivos controlos [67, 70], 

contrariamente ao que se observou no presente estudo. Esta diferença nos padrões de 

expressão, ao nível do transcrito, da HN poderá refletir diferenças existentes entre as doenças 

estudadas, mas pode também ser devido às diferenças existentes nas metodologias aplicada 

nos vários estudos acima referidos. O estudo feitos por Domingo e colaboradores [67], 

apresenta várias limitações que levantam dúvidas sobre a fiabilidade dos resultados: 1) usaram 

um gene de referência ACTB (β-actin) que não foi validado para o tipo de amostras usadas, em 

contraste com o gene TRAP1 usado como gene de referência neste trabalho [87] ; 2) os níveis 

de transcrito do gene de referência e da HN foram analisados em placas diferentes nas 

experiências de qPCR, o que levanta dúvidas sobre a fiabilidade dos resultados; e 3) usaram Sybr 

Green em vez de TaqMan assays, o que pode levar a obtenção de sinais falsos positivos uma vez 

que este se liga a qualquer DNA de cadeia dupla, incluindo sequências não específicas [94, 98]. 

Por outro lado, nos estudos realizados por Salemi e colaboradores [70, 99] apresenta outras 

limitações: 1) não foi realizada a confirmação da contaminação por mtDNA no RNA total, o que 

pode levar a resultados falsos positivos; e 2) o TaqMan Custom Assay desenhado para amplificar 

os níveis dos transcritos da HN (primers da HN (primer forward: tggctccacgagggttca; primer 
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reverse: tatgcccgcctcttcacg; sonda tttaaccagtgaaattgacc) não são específicos, uma vez que 

também podem amplificar transcritos de genes humanin-like, como MTRNR2L8 [100] e 

MTRNR2L12 [101]. Devido à elevada homologia entre a HN e as sequências humanin-like, é 

essencial usar um TaqMan assay (primers e sondas) otimizado para amplificar exclusivamente 

os níveis dos transcritos da HN [39]. De acordo com Bodzioch e colaboradores [39], sem essa 

precisão, podemos amplificar também transcritos semelhantes de humanin-like nuclear, 

levando a dados contraditórios e, consequentemente, a interpretações incorretas da expressão 

génica. 

 

3.6. Correlações entre os níveis dos transcritos da HN e os dados clínicos e genéticos dos 

doentes DMJ 

 Após se verificar que os níveis dos transcritos da HN é significativamente diferente  

entre o grupo dos doentes e controlos, foi-se analisar se as características clinicas e genéticas 

dos doentes estavam correlacionadas com os níveis dos transcritos da HN. Para isso, foi preciso 

antes perceber se a idade e o sexo dos indivíduos tinha influência nos níveis dos transcritos na 

humanina, usando o grupo dos controlos. No grupo dos controlos, foi observada uma correlação 

positiva forte entre os níveis dos transcritos da HN e a idade à colheita dos indivíduos 

(rho=0,829; p<0,001), indicando que os níveis da HN aumentam com a idade do indivíduo. Estes 

resultados estão em linha com observados em outros estudos, em que os níveis da HN 

aumentam com a idade dos indivíduos reforçando a relação nos níveis do péptido da HN em 

indivíduos saudáveis [69, 102]. No entanto, é relevante sublinhar que os resultados referentes 

ao transcrito e à proteína não são diretamente comparáveis, pois cada estudo aborda diferentes 

aspetos da expressão génica. Na população controlo, os níveis dos transcritos da HN não 

apresentaram uma correlação significativa com o sexo (rho=0,027; p=0,909), sendo os níveis dos 

transcritos da HN semelhantes entre homens e mulheres (teste de Mann-Whitney U; p=0,938).  
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Não foi também observada uma diferença significativa nos níveis dos transcritos da HN entre os 

sexos no grupo de controlos, contudo não há estudos disponíveis que permitam fazer uma 

comparação dos resultados obtidos neste trabalho. No estudo feito por Lytvyn e colaboradores 

[103], não foram observadas diferenças significativas nos níveis do péptido da HN entre os sexos 

nos controlos, apesar dos níveis em plasma serem numericamente mais baixos no sexo 

masculino (n=10) comparado com o sexo feminino (n=11), contudo o tamanho da amostra 

reduzido pode ter sido um fator limitante. Na amostra de 20 doentes estudados, os níveis dos 

transcritos da HN não correlacionam com a severidade da doença, obtida a partir das escalas 

neurológicas SARA (n=20, rho=0,036; p=0,884) e INAS (n=20, rho=0,005; p=0,985). Os níveis dos 

transcritos da HN também não correlacionaram com a duração da doença (n=20, rho= 0,357; 

p=0,134) e com o número de repetições CAG no alelo expandido (n=20, rho= -0,226; p=0,352). 

Tal como para as outras variáveis, não se observou uma correlação significativa entre os níveis 

dos transcritos da HN e a idade de início dos sintomas (n=20, rho=-0,267; p=0,283), ajustando 

não só à idade à colheita como também ao número de repetições CAG no alelo expandido. A 

ausência de resultados significativos poderão dever-se ao tamanho amostral reduzindo, o que 

limita a potência estatística. 

Em conclusão, apesar dos avanços na compreensão dos mecanismos moleculares da 

DMJ, o papel da HN nesta doença ainda é desconhecido. Uma vez que a HN é conhecida pelas 

suas propriedades neuroprotetoras e citoprotetoras observadas em modelos in vitro e in vivo 

de outras doenças neurodegenerativas [17, 18, 32], o presente trabalho teve como um dos seus 

objetivos, analisar pela primeira vez, os níveis dos transcritos da HN em amostras de sangue de 

doentes DMJ. De forma a garantir a obtenção de resultados fiáveis, implementou-se uma nova 

metodologia experimental para analisar de forma rigorosa os níveis dos transcritos da HN, sendo 

que esta metodologia poderá mais tarde vir a ser usada em futuros estudos de análises de 

expressão de transcritos da HN. Reportou-se uma diminuição dos níveis dos transcritos da HN 

em amostras de sangue periférico de doentes DMJ comparativamente aos controlos 
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emparelhados por idade, o que parece suportar a pertinência de se analisar a possibilidade de 

intervenções na DMJ usando análogos sintéticos da HN. Contudo, este estudo não permite 

estabelecer uma relação entre a diminuição nos níveis dos transcritos da HN e a disfunção 

mitocondrial ou as alterações nas vias apoptóticas na DMJ, permanecendo assim por esclarecer 

o mecanismo pelo qual a HN influencia a patogénese da doença. Neste trabalho não se observou 

nenhuma correlação entre os níveis dos transcritos da HN e os dados clínicos e genéticos nos 

doentes DMJ, embora a ausência de resultados possa dever-se ao número limitado de doentes.  

 Contudo, é importante reconhecer, que o presente estudo apresenta algumas 

limitações que devem ser consideradas em futuros estudos: 1) A amostra usada no estudo foi 

relativamente pequena. Em estudos futuros deverão incluir um número maior de participantes 

(doentes e controlos) para melhorar a robustez dos dados e a fiabilidade das conclusões ; 2) A 

análise focou-se apenas em avaliar os níveis dos transcritos da HN em amostras de sangue, 

contudo é importante analisar também os níveis do péptido no mesmo tecido, para determinar 

se a mudança aos níveis dos transcritos se traduz em alterações a nível do péptido, 

proporcionando assim uma melhor compreensão do papel da HN na DMJ; 3) Foram utilizadas 

exclusivamente amostras de sangue periférico para a análise dos níveis dos transcritos da HN. 

No entanto esta abordagem pode não refletir o que acontece no tecido mais afetado pela 

doença, o tecido cerebral. Seria por isso extremamente necessário analisar os níveis de 

expressão (transcritos e proteína) da HN em amostras de tecido cerebral post-mortem, 

proporcionando assim uma visão mais detalhada da sua função na DMJ; e 4) Apenas foram 

usados indivíduos portadores da doença com sintomatologia (doentes). Seria extremamente 

importante avaliar os níveis de expressão da HN (transcritos e proteína) em indivíduos pré-

atáxicos, o que irá permitir analisar o comportamento da HN antes do aparecimento dos 

sintomas da doença. Portanto este tipo de abordagem poderá fornecer uma visão mais 

detalhada sobre o papel da HN na patogénese da DMJ, e assim explorar a HN como um potencial 
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alvo terapêutico na DMJ. Apesar destas limitações, os resultados reportados indicam que a HN 

pode ter um papel relevante na DMJ. 
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