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Resumo

A Doenca de Machado Joseph (DMJ) é uma doenca de poli-glutaminas herdada de forma
autossomica dominante, de aparecimento tardio, com incapacidade funcional progressiva
e morte entre a 5% e 6% década de vida. Foram analisados 91 individuos com diagndstico
de DMJ seguidos na consulta de Doencas Neurogenéticas do Centro Hospitalar da
Universidade de Coimbra (CHUC) para caracterizacdo demografica, genotipica (nUmero
de repeats do alelo wild type, do alelo mutado e transmissdo parental) e caracterizagdo
fenotipica (sintoma de apresentacdo, Scale for the Assessment and Rating of Ataxia
(SARA) e Montreal Cognitive Assessment (MoCA)). Na populagdo em estudo verificou-
se uma relagéo inversa estatisticamente significativa entre o nimero de repeats do gene
ATXN 3 e a idade de inicio dos sintomas, sendo o sintoma de apresentacdo mais frequente
a ataxia da marcha e o desequilibrio. Os doentes com maior nimero de repeats (num
intervalo de 63-81 repeats) apresentaram ainda uma maior deterioracdo do score SARA
e probabilidade de transmissdo paterna da doenca, apesar de na populacdo em estudo a
transmissdo ser essencialmente materna. Nao foi encontrada uma relacdo entre o score
MoCA e o0 numero de repeats do alelo mutado. Fica em aberto a possibilidade de estudo
mais aprofundado dos repeats do alelo wild type para explicar as diferencas fenotipicas
apresentadas entre doentes da mesma familia e com o mesmo numero de repeats.

Palavras chave: Doenga de Machado Joseph, clinica, genética

Abstract

Machado Joseph disease (MJD) is an autosomal dominant inherited disorder insered in
the polyglutamine disorders, with mild age beginning, progressive incapacity and death
in the 5th and 6th decades of life. 91 patients with MJD diagnosis, followed in CHUC’s
Neurogenetic department were analysed for demographic, genotypic (wild type repeats
and mutated repeats and parent inheritance) and phenotypic (presenting symptom, Scale
for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA) and Montreal Cognitive Assessment
(MoCA)) characterization. It was found an inverse correlation between the number of
repeats of the ATXN3 gene and the age of symptomatic presentation, with gait ataxia and
balance disorders being the most frequent presentation symptoms. The patients with more
repeats (in an interval between 63 and 81) had also a bigger SARA score deterioration
and transmission of disease from the father, although in the remaining group the
transmission was essentially from the mother. It was not found a relationship between the
score MoCA and the number of repeats of the ATX3 gene. It remains in the horizon the
possibility for a deeper study of the wild type’s repeats to explain the differences between
individuals within the same family and with the same number of repeats.

Keywords: Machado Joseph disease, genetics, phenotyp



1. Introducéo

As ataxias espinho-cerebelosas (SCAs, do inglés spinocerebellar ataxia) sdo um grupo
extenso de ataxias transmitidas de forma autossomica dominante, que tém em comum o
aparecimento tardio dos sintomas (por volta da meia idade) e o seu caracter lentamente
progressivo (agravamento da doenca com o tempo). Este grupo de doencas
neurodenegerativas leva a uma incapacidade funcional progressiva, resultando

usualmente em morte entre a 52 e 62 década de vida.

Desde a sua primeira descricdo em 1958, foram identificados mais de 30 subtipos destas
ataxias, sendo academicamente aceite a sua divisdo em trés grandes categorias consoante
aquela que € a natureza causativa da mutacdo genética: 1) ataxias de mutacdo dindmica
codificante, ou ataxias das poliglutaminas, que consiste huma expansdo do numero de
repeticBes de trinucleotideos CAG (que codifica 0 aminoécido glutamina), com alteracdo
da estrutura e consequente ganho/perda de funcéo da proteina codificada; 2) ataxias de
mutacdo dindmica néo codificante, causadas por expansdes de unidades repetitivas numa
regido do gene ndo codificadora da proteina em causa; 3) ataxias por mutagdes
convencionais (como dele¢des, mutagdes missense, nonsense, por splicing) em genes
especificos (Lima e Bettencourt, 2011). Este texto vai focar-se mais propriamente na
ataxia espinho-cerebelosa tipo 3 (SCA3), também chamada Doenca de Machado-Joseph

(DMJ), uma das doencas de poliglutaminas.

A SCA 3 ou Doencga de Machado-Joseph, deve o nome a Antone Joseph e William
Machado, dois doentes de descendéncia portuguesa (com origem agoriana) emigrados nos
Estados Unidos da América, em quem foi, pela primeira vez, descrita clinicamente a
doenca, em 1972 (Nakano et al, 1972). Inicialmente acreditava-se que seriam duas

doencas distintas, dado a heterogeneidade fenotipica entre os doente-caso. Na altura



supOs-se que a doenca teria origem na populacdo portuguesa (que seria a portadora e
transmissora da doenca), apresentando uma distribuicdo mundial ligada aos
Descobrimentos e rota da Seda (Brasil, Portugal, india) (Nakano et al, 1972). Desde essa
altura, muitos outros casos foram descritos em diferentes regides do Globo, sendo neste
momento considerada a ataxia autossomica dominante mais comum em todo o mundo
(Coutinho e Andrade, 1978; Rosenberg, 1992; Ranum et al.,1995; Schols et al., 2004).

Portugal é um pais com prevaléncia elevada da doenca, correspondendo a uma
prevaléncia de 3,12/100000 habitantes (Coutinho et al, 2013). Na regido dos Acores a
prevaléncia da doenca é superior: 41,6/1000000 habitantes (de Aradjo et al, 2016). A
prevaléncia da doenca na regido centro é a mais alta em Portugal Continental (2,4-7,8 por
100000 habitantes) (Coutinho et al, 2013), estando atualmente estudadas e descritas 44
familias nesta regido, seguidas na consulta de Doencas Neurogenéticas (DNG) do CHUC.
A llha das Flores, no arquipélago dos Acores é a regido do Mundo com maior prevaléncia

da doenca, com uma frequéncia de 1 em cada 239 habitantes.

Tabela 1. Prevaléncia relativa de DMJ em relagdo as ataxias autossomicas dominantes (Adaptado de Paulson, 2012)

Estudo Populacdo-alvo % de casos de MJD
Schols et al., 1995 Alemanha 49 %
Durr et al., 1996 Europa, Norte de 28%
Africa

Pujana et al., 1999 Espanha 15%
Nagaoka et al., 1999 Japéo 20 %
Saleem et al., 2000 india 5%
Soong et al., 2001 China 47 %
Silveira et al, 2002 Portugal/Brasil 63 %




Como referido anteriormente, a DMJ é uma doenca neuro degenerativa de expanséo de
poliglutaminas, em que ha uma expansdo patologica de trinucleotideos CAG (que
codificam o amino&cido glutamina) numa regido codificante de um gene especifico. No
caso da DMJ o gene afetado é o gene ATXN3 (0 gene passa a ser constituido por um alelo
mutado e um alelo normal, designado wild type), localizado no brago longo do
cromossoma 14 (14g32.1) e que codifica a proteina ataxina-3. A ataxina-3 é uma proteina
que pertence a familia das protéases de cisteina (Lima e Bettencourt, 2011), cuja funcéao
bioldgica ainda ndo esta completamente elucidada, mas que se pensa estar relacionada
com a protedlise mediada por ubiquitinas (Doss-Pepe et al., 2003; Scheel et al., 2003;
Chai et al., 2004). Esta mutacdo dindmica resulta numa expansdo de poliglutaminas ao
nivel do terminal carboxilo da proteina em causa, conferindo um possivel ganho de
funcgdo patologico a proteina ataxina-3. Em termos moleculares, a estrutura da proteina
mutada passa a ser constituida por uma repeticdo de 55-84 glutaminas consecutivas, ao
invés da proteina normal, que possui entre 10 e 51 residuos de poliglutaminas (Maciel et
al.,2001; Gu et al., 2004; Padiath et al., 2005, N6brega and Almeida, 2012). Assim, a
SCA3 é considerada uma doenca de limiar patogénico elevado, uma vez que nas doengas
de poliglutaminas é usual que as expansdes trinucleotideas se tornem patoldgicas com
niveis mais baixos de expansdes, entre 36 e 40 (Bauer and Nukina, 2009). A acumulacao
intracelular da proteina mutada insoltvel ligada a ubiquitinas (as designadas inclusdes
intranucleares, resistentes a eliminacdo) é um achado caracteristico deste grupo de
doencas e é visto como um achado patoldgico, pelo facto de estes depdsitos alterarem a
funcdo da zona onde se acumulam. (Martindale et al., 1998; Yamada et al., 2000; Nobrega
and Almeida, 2012). Esta disfuncdo pode ocorrer ao nivel celular, com alteracdo do
transporte axonal ou da funcdo nuclear, bem como por um mecanismo indireto, com

recrutamento de outras proteinas, fatores de transcricdo e unidades do proteossoma



(Paulson, 1999; Goti et al., 2004; Nobrega and Almeida 2012). A expressdo da proteina
ataxina-3 mutante é sistémica, no entanto a sua acumulacéo ocorre predominantemente
no SNC, ao nivel do cerebelo, tronco cerebral, substantia nigra, nucleos ponticos e
striatum, responsaveis pela sintomatologia pleomorfica dos doentes com DMJ.

O principal achado clinico dos doentes com DMJ é a ataxia progressiva da marcha, por
neurodegenerescéncia preferencial do cerebelo e das suas conexdes. No entanto, a
neurodegenerescéncia afeta outras estruturas do SNC — tronco cerebral, incluindo centros
de controlo oculomotor, sistema piramidal e extrapiramidal, neurénio motor alfa e nervo
periférico (Rub et al., 2004b; Friedman et al., 2003, N6brega and Almeida, 2012). Assim,
a ataxia pode ser acompanhada por um diverso espectro sintomatico, refletindo os

sistemas neuronais que foram afetados.

O perfil fenotipico de cada doente é bastante heterogéneo, variando com a idade de
aparecimento da doenca, com o grau de evolugdo da doenca e com o nimero de repeats
do alelo mutado. Esta elevada variabilidade fenotipica permitiu a divisdo dos doentes por
quatro grupos, consoante a manifestacdo dominante (Sequeiros e Coutinho, 1993;
Matsumura et al.,1996a, Paulson, 2015). O “Tipo I”” da doenga tem o inicio mais precoce,
entre 0s 5 e 0s 30 anos, sendo caracterizada por ligeira ataxia da marcha e dos membros,
distonia, rigidez, bradicinésia, sinais piramidais e oftalmoplegia progressiva externa. Este
subtipo da doenga tem uma progressdo mais rapida que os outros, sendo rapidamente
incapacitante. O “tipo I1I” ¢ a forma mais comum da doencga, com inicio na meia-idade
entre os 35 e 0s 40 anos, com ataxia progressiva da marcha e dos membros, oftalmoplegia
progressiva externa e sinais piramidais. O “Tipo III” ¢ a segunda forma mais comum da
doenca, tendo um inicio tardio, por volta dos 50 anos de idade, e sendo caracterizado por
ataxia e sinais piramidais, com moderada progresséo para qualquer um dos outros grupos.

O “Tipo IV” descrito em doentes entre os 38 e 0s 47 anos, com um quadro de



parkinsonismo progressivo (podem apresentar distonia, bradicinesia, tremor, rigidez) e
envolvimento severo do sistema nervoso periférico (SNP), com amiotrofia, fasciculagcdes
e arreflexia generalizada. O quadro de neuropatia periférica generalizada correlaciona-se
mais com a idade do doente do que com o numero de expansdes, 0 que comprova que a
DMJ acelera o processo de degenescéncia fisiologico. Este subtipo de doenca é
responsivo a terapéutica com L-DOPA (Tuite et al., 1995; Buhmann et al., 2003).
Recentemente foi descrito o “Tipo V”’ da DMJ, um quadro caracterizado por paraplegia
espastica, com ou sem ataxia. (Lysenko et al., 2010).

A idade de aparecimento dos sintomas varia bastante entre doentes, mesmo dentro da
mesma familia. Este fendmeno deve-se ao facto de o nimero de expansdes se
correlacionar de forma indireta com a idade de aparecimento da doenga e com o sintoma
de apresentacdo. Assim, a DMJ manifesta os primeiros sintomas tipicamente na meia-
idade, entre os 35 e 0s 40 anos, com ataxia da marcha e dos membros, acompanhada por
alteracdes da articulacdo da linguagem (disartria) e do sistema oculomotor (oftalmoplegia
externa progressiva). Com a progressdo da doencga, praticamente todos os sistemas
neuronais podem ser afetados, sendo frequente o aparecimento de alteragfes da oculo
motricidade, com nistagmus, decomposic¢ao dos movimentos de persegui¢do, diminuicao
dos movimentos oculares de sacada, oftalmoparésia externa progressiva acompanhada de
retracdo palpebral. Em estaddios mais avancados da doenca a locomocéo torna-se
impossivel, bem como a realizacdo de AVD basicas, prendendo o doente a uma cadeira
de rodas e tornando-o dependente de cuidados continuados. Os doentes podem ainda
apresentar atrofia dos musculos da face (na regido do facial e temporal), distonia e
espasticidade (especialmente em doente mais jovens). Em estudos mais recentes, foram

registadas alteracfes ao nivel de processamento subcortical e do processo cognitivo, no



entanto a deméncia ndo se considera um achado tipico mesmo em estadios avangados.
(Zawacki et al., 2002; Kawai et al., 2004).

A par das alteragBes descritas, é frequente encontrar nestes doentes alguns sintomas néo-
motores, cujo mecanismo ainda ndo estd completamente compreendido, tais como
disturbios do sono, alteragdes cognitivas, comportamentais e ainda disfuncéo olfativa
(Rub et al., 2008). Disturbios do sono (como dificuldade em adormecer, despertares
noturnos e consequente sonoléncia diurna) sdo fendmenos frequentemente encontrados
em doentes com envolvimento do tronco cerebral. (Schols et al., 1998; Friedman et al.,
2003; Iranzo et al., 2003). A sindrome pernas irrequietas € um fendémeno também
frequentemente descrito, podendo mesmo ser a inica manifestacdo da doenga num doente
com um numero intermédio de repeticdes. (Van Alfen et al., 2001). Os doentes com DMJ
apresentam também uma disfuncdo executiva e da capacidade de atencdo, assim como
um humor moderadamente deprimido, com tendéncia a depressdo. A disfuncdo do
sistema nervoso auténomo, também designada disautonomia, tem sido um achado
regularmente descrito nos doentes com DMJ, com afecdo tanto do sistema nervoso
simpatico como parassimpatico, manifestando-se essencialmente por hipotensao
ortostatica e bexiga neurogénica, com fenémeno de noctiria (Takazaki et al., 2013).
Outros achados frequentemente encontrados sdo fadiga, essencialmente ligada a
fendmenos depressivos e patologicos do sono (Martinez AR et al., 2017) e a dor cronica
(sobretudo na zona da regido lombar). Apos o diagnostico da doenca, o tempo médio de
sobrevida é estimado em aproximadamente 20 anos (Paulson, 2012).

Neste momento, ndo existe um tratamento curativo para a DMJ, sendo o tratamento
oferecido aos doentes apenas de alivio sintomatico, ndo afetando a progresséo da doenga.
Os doentes que apresentam sinais de parkinsonismo (bradicinesia, tremor, rigidez,

distonia), podem responder de forma eficaz a administracdo de agentes dopaminérgicos.



Por este motivo, é de capital importancia o estudo mais aprofundado dos mecanismos da
doenca e das fungdes da proteina ataxina-3 no organismo, para que possam ser feitos
avancos na oferta terapéutica e consequentemente interferir na historia natural da doenca.
Além da melhor oferta de cuidados de saude é importante estabelecer mecanismos de
rastreio em relagdo aos elementos da familia do doente em risco de serem portadores da
mutacdo, para que estes possam ser identificados e aconselhados em termos de
planeamento familiar e para caso surja um tratamento curativo da doenca poderem ser
acompanhados, monitorizados e tratados desde cedo, atenuando o decaimento funcional
rpido que sofrem desde a manifestagdo inicial dos sintomas até a morte. A evolucéo
tecnoldgica e dos métodos de sequenciacdo do DNA tem sido um pilar importante no
rastreio genético para elementos da familia de doentes portadores da mutacdo, permitindo
o célculo de risco e da probabilidade de sofrer a doenca. Sendo uma doenca incapacitante
e progressiva, é crucial criar uma rede de apoio ao doente/portador da mutagéo, bem como
a sua familia para assegurar uma vida familiar ativa e s&, dentro daquilo que sdo as

limitagdes claras dos doentes com DMJ.
Objectivo

Este estudo € um estudo transversal, ndo-intervencional, com recolha de dados clinicos
completamente anénimos. O projeto terd como objetivo a caracterizagdo genética e
fenotipica das familias com DMJ na regido Centro, procurando estudar a transmissao das
expansdes dentro de uma familia e correlacionar as caracteristicas genéticas individuais
com a idade de aparecimento da doenca e com as manifestacfes fenotipicas iniciais. Alem

disso, sera feito um estudo da evolugdo da ataxia nestes doentes, através da Scale for the
Assessment and Rating of Ataxia (SARA), procurando estabelecer uma relacdo entre a

evolugdo sintomatica e o nimero de expansdes, e ainda uma avaliagdo da funcgéo

cognitiva destes doentes, através do Montreal Cognitive Assessment (MoCA). Este estudo
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familiar é importante uma vez que existe uma relacdo entre o tamanho da expanséao
(numero de repeticdes) e a precocidade de aparecimento e manifestacdes da doenca.
Assim, € possivel, estudando as familias, procurar elementos que estdo em risco de sofrer
a doenca para efeitos de célculo de risco e probabilidade de sofrer a doenca e de a

passarem aos seus descendentes.
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2. Métodos

Este estudo teve como base uma base de dados integrando uma cohorte de 91 individuos,
seguidos na consulta DNG do CHUC. As informacg6es foram recolhidas desde 2001,

constituindo dados de histdrico a integrarem a andlise a desenvolver neste estudo.

Foi realizada uma andlise quantitativa, por via de métodos estatisticos, de algumas
variaveis que foram sujeitas a correlacéo, de acordo com o objetivo do presente estudo.
Foi justificada a representatividade da amostra com base na populacdo alvo e
desenvolvidos métodos para avaliacéo e correlacdo das variaveis em estudo: o nimero de
repeats do doente no alelo normal e no alelo wild type, a idade de inicio dos sintomas, o
sintoma de apresentacdo, o progenitor de quem foi herdada a doenca, o score SARA (a
apresentacdo e ap6s 1 ano) e o score MoCA. O score SARA consiste num método de
avaliagéo da ataxia, um sintoma predominante dos doentes com DMJ. O score MoCA foi
aplicado a estes doentes com o intuito de avaliar a fungdo cognitiva num determinado
momento. Um score superior ou igual a 26 é considerado normal, um valor <26 é
considerado uma deficiéncia, validado para idade e grau de escolaridade da populagéo

em estudo.

As tabelas, os graficos e a analise estatistica apresentada neste estudo foram criados no

Microsoft Office Excel.
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3. Resultados

Os dados clinicos recolhidos foram agrupados sob a forma de tabela informatizada ou
base de dados para analise posterior. A Figura 1 representa a distribuicdo dos casos de
DMJ na regido centro, com base na origem familiar da doenca, podendo observar-se a
presenca de alguns nichos populacionais em que ocorre um maior nimero de casos

(Figueira da Foz, Montemor-o-Velho, Pedrogdo Grande, Gouveia, Guarda, Vila Nova de

Poiares).
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Figura 1.Distribui¢do da origem dos casos de DMJ na regido centro

A dimenséo da amostra analisada (91 pacientes) permite definir um racio de 3,91/100
000 habitantes (ie. 91 observacdes em 2327755 habitantes da regido centro, de acordo

com o ultimo Censos do INE, http://censos.ine.pt/xportal). O racio calculado é coerente

com a prevaléncia identificada para a doenga na regido centro de Portugal Continental
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(2,4-7,8 por 100000 habitantes), concluindo-se, por essa razéo, da representatividade da

amostra.

No presente estudo, a distribuicdo da amostra em termos de genero foi: 55 mulheres,
correspondendo a 60,4% da amostra, 36 homens, correspondendo a 39,6%. A média da
idade observada de inicio dos sintomas foi de 41,78 anos, num intervalo de [14,70]. Os
sintomas iniciais mais frequentes foram a ataxia da marcha (36%) e o desequilibrio
(35%). O gene ATXNS3 é constituido por um alelo wild type e um alelo com a mutacao
dindmica. Caracterizada a distribuicdo dos valores nominais de repeats de cada alelo,
procedeu-se ao seu agrupamento em classes utilizando para o efeito a relacdo de Sturges
e construida a distribuicdo de frequéncias para as classes consideradas (Figura 2 e 3). O
namero de registos de repeats do alelo wild type foi de 52, com uma média de 21,3

repeats, num intervalo de [14,27].
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Figura 2. Distribuicdo dos repeats do alelo wild type

O numero de registos de repeats do alelo mutado foi de 72, com média de 70,6 repeats,
no intervalo de valores inteiros de [63,81], sendo 73 o numero de repeticbes mais
frequente. A Figura 3 demonstra a variacdo do nimero de repeats de cada alelo na

amostra observada.
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Figura 3. Distribuicdo dos repeats do alelo mutado

A Figura 4 pretende relacionar o sintoma inicial, de acordo com a respetiva média do
namero de repeats do alelo mutado (a partir daqui designado como repeats) e com a
média de idade de inicio dos sintomas. Como é possivel interpretar pelo gréafico, os
sintomas neuroenddcrinos e a disartria apresentam o valor médio de repeats mais elevado
(75 repeats) e a diplopia é o sintoma inicial de apresentacdo mais tardio (idade média de

apresentacdo mais avancada, 47 anos).
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Figura 4.Avaliagdo do sintoma inicial (por idade média de inicio e média de repeats)

Para estabelecer uma correlacdo entre a idade de inicio dos sintomas e os repeats, foi
aplicado o teste de Pearson. Considerando a totalidade das observagdes na amostra obtem-

Se:
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Tabela 2. Correlagdo linear entre idade e numero de repeats

Idade inicio sintomas Repeats
Idade inicio sintomas 1
Repeats -0,707089785 1

Uma vez que o numero de observagdes da amostra ndo é adequado para estabelecer uma
correlacdo forte entre as duas variaveis, foi aplicado novo teste de correlacdo linear
(correlacdo de Pearson) para duas varidveis: média de idade de inicio dos sintomas e
repeats (Tabela 3). Assim, foi possivel obter um coeficiente de correlacdo de -0,89, que
sugere uma relagdo inversa entre as duas variaveis, ou seja, quanto maior for o nimero

de repeats do alelo mutado do doente menor sera a idade de aparecimento dos sintomas.

Tabela 3. Correlagcdo entre média de idade de inicio dos sintomas e o numero de repeats

Repeats Média idade
Repeats 1
Média idade -0,896718557 1

Com base na indicacdo proposta pelo coeficiente de correlacdo linear (coeficiente de
Pearson) observado para as variaveis média de idade de aparecimento dos sintomas
(designada como idade), e a variavel repeats, foi conduzida uma analise de regressao
linear, baseada em minimos quadrados. Para verificar a adequacdo do ajustamento linear
aos dados, utiliza-se a “analise de variancia da Regressdo” (ie. ANOVA da regressao).

Esta analise, conduzida em Excel, tem a seguinte estrutura:

Fonte de Variacio g.l 5.Q. Q.M. F p-valor
Regressio p-1 SQreg SQregfp-1 : _

Residuos n-p SQres SQres/n-p QMreg/QMres

Total n-1 SQtotal Sqtotal/n-1

g.l. — graus de liberdade, na regressdo e nos Residuos; S.Q. — Soma dos Quadrados devidos a regressao
(SQreg) e aos residuos (SQres); Q.M. — Quadrados Médios da regressao (QMreg) e dos residuos (QMres),
avaliados com base no nimero de graus de liberdade; p = nimero de variaveis do modelo de regressdo; n
= ndmero de observagdes ou dimensao da amostra.
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Para avaliar a “qualidade” do modelo de regressdo utiliza-se 0 coeficiente de

determinagcéo, definido R?, e calculado por SQreg/SQtotal. Calculando, com base nas 71

observacdes, o valor médio da idade para cada valor observado para a variavel repeats,

obtém-se os valores apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 . Média de idade de inicio dos sintomas para cada valor de repeats

Repeats
2 63| 64| 65| 66| 68| 69| 70| 71| 72| 73| 74| 75| 77| 79| 80| 81
Média
idade 55,0146,8|50,0|55,0/53,2|50,3|52,2|44,5|47,6|39,2|32,5|31,9|27,0|35,0|28,0|22,7

Considerando a varidvel repeats como variavel independente e efetuando a regresséo

linear entre a média de idade de inicio dos sintomas e 0 nimero de repeats, obtém-se o

seguinte modelo de regresséo linear. (Tabela 5 e Equagéo 1)

Tabela 5. Valores estatisticos de regressdo linear entre idade e repeats

Coeficientes Erro- Statt | valor P 95% inferior 95%
padréo superior
Interceptar 165,09 16,29 10,13 | 7,95E- 130,14 200,04
08
Repeats -1,72 0,23 -7,58 2,55E- -2,20 -1,23
06
O modelo de regressao linear € entdo:
Idade = 165,09 — 1,72 Repeats
(16,29) (0,23)
70,0
60,0
50,0
& 40,0
©
T 30,0
©
T 200
3 100
2 00
63 64 65 66 68 69 70 71 72 73 74 75 77 79 80 81
Repeats
Média idade Linear (Média idade)

Figura 5. Regressdo linear entre idade e repeats
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Os valores da estatistica t-Student para o valor médio dos coeficientes mostra a respetiva
significancia. Os intervalos de confianca de 95% estdo igualmente definidos para cada
uma das constantes do modelo linear (ie. y= ax+b), sendo a € [—2,20; —1,23] e b €

[130,14; 200,04]. Os resultados de “valor P” indicam ainda a significancia do modelo.

Conduzida a andlise de variancia obtém-se os valores apresentados na Tabela 6,
resultando num valor de R? préximo de 1, que indica um bom ajustamento, confirmado

pela estatistica F da regressdo (Tabela 7).

Tabela 6. ANOVA-variéncia da amostra

gl SQ MQ F F de significancia
Regressao 1 1450,49 1450,49 57,47 2,54824E-06
Residual 14 353,37 25,24
Total 15 1803,86

Tabela 7. Regressdo estatistica da amostra

R multiplo 0,896718557
R? 0,804104171
R? ajustado 0,790111612
Erro-padréo 5,024007039
Observacdes 16

Durante o estudo foi visivel uma diferenca relevante entre a idade de aparecimento dos
sintomas dentro de doentes da mesma familia com o mesmo namero de repeats (Tabela
8). Fica a possibilidade do numero de repeats do alelo wild type ser um fator que
influencia a idade de inicio dos sintomas, além do nimero de repeats do alelo mutado.
No entanto, devido ao baixo tamanho amostral este fendmeno ndo pdde ser estudado

estatisticamente.
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Tabela 8. Exemplos de variagdo familiar do alelo wild type e idade de inicio de sintomas para o mesmo valor de
repeats do alelo mutado

| Repeats alelo mutado | Wild type | Idade de inicio

Familia 1

A 75 24 24

B 75 14 35
Familia 2

A 64 24 41

B 64 23 45
Familia 3

A 73 23 39

B 73 14 45

Como ¢é possivel observar na Figura 5, ha alguns individuos com idade de inicio de
sintomas superior a expectavel. Assim, procedeu-se a selecdo destes doentes e pesquisa
da distribuicdo sintomatica inicial (Tabela 8).

Conclui-se que a ataxia (34,4%) e o desequilibrio (43,8%) constituem 0s sintomas mais

frequentes neste grupo de doentes.

Tabela 9. Sintoma inicial mais frequente em doentes com apresentagdo tardia

Sintomas % Sintomas no Grupo
ataxia 34,4%
desequilibrio 43,8%
diplopia 12,5%
disfagia 0,0%
disartria 0,0%
piramidal 0,0%
dor 3,1%
NE 6,3%
DMJ ¢/ parkinsonismo 0,0%

Em relagdo a origem parental da doenca, verificou-se um predominio de origem materna
(57%) em relagdo a origem paterna (26%). Grande parte dos casos de origem
desconhecida corresponderdo a casos de transmissdao paterna desconhecida. Verifica-se
que os individuos com um maior nimero de repeats do alelo mutado representam uma
maior percentagem da transmissdo parental, que pode ser explicado pelo fendmeno de
antecipacgéo por transmissao paterna (Tabela 9).
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Tabela 10. Origem parental da doenga segundo os repeats do alelo mutado

0,
Intervalo | Materna | Paterna | Desconhecida Mat/eo ma % Paterna | % Desconhecida
[ 63 ; 66] 9 0 0 21,4% 0,0% 0,0%
[ 66 ; 69[ 5 1 1 11,9% 5,3% 7,7%
[69;72] 8 6 0 19,0% 31,6% 0,0%
[72;75] 9 8 1 21,4% 42.1% 7,7%
[75; 78] 7 3 7 16,7% 15,8% 53,8%
78 ;81 4 1 4 5% 5,3% ,8%
8:8 9,59 39 30,89
42 19 13 100% 100% 100%
57% 26% 18%

Para a analise da varidvel SARA, dispde-se de um total de 33 registos numéricos para
SARA e SARA ao fim de 12 meses de evolugdo da doenca (SARA 12), associados a
pacientes com registo de repeats. A andlise estatistica das variaveis SARA e SARA 12
esta exposta na Tabela 10. Observando o comportamento das variadveis SARA para cada
intervalo de repeats é possivel observar que na populagdo doente é frequente uma

deterioracgdo do score aos 12 meses. (Tabela 11 e Figura 7).

Tabela 11. Caracteristicas do score SARA na amostra

SARA SARA12

Média 15,89 17,4
Erro-padréo 1,90 2,0
Mediana 12,00 16,0

Moda 18,00 16,0
Desvio-padréo 10,92 11,2

Variancia da amostra 119,26 125,7
Minimo 0,50 0,5
Méaximo 40,00 40,0
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Tabela 12. Evolugdo do score SARA segundo os repeats

Meédia Evolucao

Intervalo
[ 63 ; 66] 0%
[ 66 ; 69 17%
[69;72] 11%
[72;75] 9%
[75; 78] 21%
[78;81] 9%

Repeats

B Obs. de Evolugdo Positiva Sara

1

3 4
N2 de observagdes
B Obs. de Evolugdo Nula Sara

Figura 6. Evolugdo do score SARA segundo os repeats

5 6

7

Obs. De Evolugdo Negativa Sara

Com base na Figura 5 e nos resultados obtidos anteriormente, foram obtidos dois grupos

de doentes: aqueles com idade de apresentacdo sintomatica mais tardia do que o esperado

(Grupo 1) e a restante populagdo (Grupo 2). Estes dois grupos foram sujeitos a

comparagéo de evolucéo do score SARA (Figura 7). O resultado mostrou que no Grupo

2 os doentes tendem a ter uma evolugdo mais acentuada do score SARA. Estes doentes

apresentaram igualmente score médio de SARA inicial em comparagdo com o grupo que

comeca os sintomas mais tarde (17,25 vs 14,50).
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Figura 7. Evolugdo do SARA segundo a idade de apresentagdo dos sintomas

Considerando os 33 doentes com um valor de score MOCA e numero de repeats foi
efetuada a sua distribuicdo em grafico como mostra a Figura 7. Para estabelecer uma
correlagdo entre disfuncdo cognitiva (MoCA<26) e o nimero de repeats foi avaliada a
correlacdo linear (coeficiente de Pearson) entre essas duas variaveis. Pode-se entdo

verificar que estas duas variaveis apresentam uma correlacdo inversa, de fraco valor

estatistico (Tabela 12).

30
(%)
2
2 B VI ITIRY 4
g 5 N N N
N2 Ny St oo N
o
g y=-0,2741X+ 26:613
S 2

15

63 64 66 69 70 71 72 73 74 75 77
Repeats
O \VIOCA +eveseee Linear (MOCA)

Figura 8. Valores médios do score MoCA para os repeats
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Tabela 13. Correlagdo entre o score MoCA e o numero de repeats

Repeats

MoCA

Repeats

1

MoCA

-0,04948
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4. Conclusao

O objetivo deste estudo foi procurar a caracterizacdo genética e fenotipica dos doentes
com DMJ na regido centro, tendo como base as seguintes variaveis: numero de repeats
dos dois alelos, sintoma de apresentacdo, idade de apresentacdo, origem parental da
doenca, score SARA e score MoCA. Foi analisado um grupo de 91 individuos com
diagnostico de DMJ seguidos na consulta de Neurogenética nos CHUC. Os sintomas
iniciais mais frequentes na populacdo foram a ataxia da marcha e o desequilibrio (36% e
35% respetivamente). A idade de inicio de sintomas apresentou uma correlacdo indireta
estatisticamente significativa com o numero de repeats do alelo mutado de -0,89,
reforcando a aplicacdo do conceito de que quanto maior for o nimero de repeats mais
precoce serd a idade de inicio dos sintomas. Foi possivel estabelecer uma correlacao linear
e uma curva de tendéncia para estas duas variaveis, de onde se observou a existéncia de
um grupo de doentes que apresentavam a doenca mais tardiamente do que calculado. Este
fendmeno de apresentacdo tardia pode ser explicado por atraso no diagnéstico ou pelas
caracteristicas do sintoma, uma vez que ha alguns sintomas (ataxia, desequilibrio) que
apresentam uma evolucdo mais indolente e, portanto, poderdo cursar com um maior
intervalo entre o desenvolvimento da alteracdo e a procura dos cuidados de saude (CS),
que sé ocorre quando afetam significativamente as atividades da vida diaria. Foram
selecionados estes individuos e agrupados segundo o seu sintoma inicial de apresentacao,
gue demonstrou que neste grupo os sintomas iniciais mais frequentes sdo o desequilibrio
(43,8%) e a ataxia (34,4%). Isto explica o facto de apresentacdo poder ser mais tardia,
visto que, 0 agravamento destes sintomas € progressivo e o impacto nas AVD é mais
tardio, levando os doentes aos cuidados de saude mais tardiamente no curso da doenca.
Este grupo de doentes apresentou igualmente uma evolugdo do score SARA inferior &

dos restantes, com score SARA inicial médio mais baixo em comparacdo com 0 outro
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grupo, pelo facto de apresentarem uma forma mais benigna da doenga. O score SARA
apresentou igualmente uma maior deterioragdo em individuos com um maior numero de
repeats (Figura 6), demonstrando que estes tém uma maior tendéncia a apresentarem
alteraces da marcha e uma deterioracdo mais rapida da doenga. O score MoCA néo
apresentou uma correlagdo estatisticamente significativa com o nimero de repeats, o que
significa que, para a populagdo em estudo, as pessoas com um maior nimero de repeats
ndo apresentaram uma maior deterioracdo cognitiva (traduzida num score MoCA mais
baixo). Em relacdo a origem parental da doenga este estudo mostrou predominancia de
transmissao materna (57%) em relacdo a paterna (26%). Verificou-se ainda que em média
os individuos com maior nimero de repeats apresentam uma maior probabilidade de
transmissao parental da doenca, que pode ser explicado pelo fendmeno de antecipacéao
paterna. No entanto, devido ao baixo tamanho da amostra e falta de informagao este

fendmeno ndo pdde ser confirmado estatisticamente.

Como limitacdes deste estudo podemos apontar o baixo tamanho amostra, a falta de
alguns valores relativos a scores e ainda a dificuldade de juntar suficientes elementos da

mesma familia com a doenca para estudo mais aprofundado.

Fica em aberto a possibilidade do numero de repeats do alelo wild type poder contribuir
para uma diferente manifestacdo fenotipica e idade de apresentacdo em doentes com o
mesmo numero de repeats do alelo mutado, dentro da mesma familia, um fenémeno que

hoje em dia ndo consegue ainda ser explicado.
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