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RESUMO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenga neurodegenerativa causada pela
degeneracdo dos neurdnios motores, acarretando em atrofia muscular progressiva. Estudos
sugerem a relacdo da doenca com fatores ambientais e genéticos, e o envolvimento de
mecanismos, como 0 estresse oxidativo, com a degeneracdo neuronal. No entanto, o
organismo possui diversas maneiras de promover a detoxificacdo celular contra compostos
nocivos. A familia Glutationa S-transferase (GST) consiste em enzimas multifuncionais que
atuam na detoxificacdo celular e eliminacdo de diversas substancias, incluindo os produtos de
estresse oxidativo. Dentre as classes citosdlicas humanas da familia GST, destacam-se duas
isoenzimas: GSTM1 e GSTT1, ambas codificadas por genes de mesmo nome, esses genes
possuem um polimorfismo de delecéo total que acarreta na auséncia de atividade enzimatica.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os polimorfismos de delecdo nos genes
GSTM1 e GSTT1 e a associagdo destes com o risco de desenvolvimento da ELA. Realizou-se
um estudo caso-controle que incluiu 101 pacientes diagnosticados com ELA e 119 individuos
sem diagndstico de doencas neurodegenerativas. Amostras de sangue periférico foram
coletadas de ambos os grupos e submetidas a extragdo de DNA e posterior genotipagem. Os
polimorfismos foram genotipados pela técnica de PCR em tempo real (qQPCR) multiplex, com
a definicdo dos gendtipos nulo e presente pelas analises das curvas de melting produzidas
apos a amplificacdo. Dados clinicos e demogréaficos foram coletados a partir de prontuarios
médicos e questionarios, incluindo topicos como tabagismo, etilismo, idade do diagndstico,
pratica de atividade fisica, histérico ocupacional, dentre outros. Entre os grupos analisados o
consumo de alcool foi predominante nos pacientes portadores de ELA, notando-se uma
diferenca significativa entre os grupos caso e controle (p=0,01). No entanto, ndo houve
associacao dos polimorfismos de delecdo GSTM1 (p=0,85), GSTT1 (p=0,90) e suas possiveis
combinagbes genotipicas com o risco no desenvolvimento de ELA. A relacdo dos
polimorfismos com o perfil clinico e demografico dos pacientes com a doenga também foi
realizado. Nessa analise, houve diferenca significativa do genotipo GSTM1-presente com as
variaveis: exposicdo ambiental e tabagismo (p=0,02 e 0,03, respectivamente), do genotipo
GSTT1-presente com o historico de doenca neurodegenerativa na familia (p=0,01), enquanto
0 gendtipo duplo presente também apresentou diferenca significativa com o histérico de
doenca neurodegenerativa na familia (p=0,02). Nesse contexto, os resultados encontrados
nesse estudo demonstram a nédo associacdo dos polimorfismos de delecdo de GSTM1 e GSTT1
com o desenvolvimento da ELA.

Palavras-chave: ELA; Polimorfismo genético; Glutationa S-transferase; GSTM1; GSTTL.
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ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease caused by the
degeneration of motor neurons, leading to progressive muscular atrophy. Studies suggest the
relationship of the disease with environmental and genetic factors, and the involvement of
mechanisms, such as oxidative stress, with neuronal degeneration. However, the body has
several ways to promote cellular detoxification against harmful compounds. The Glutathione
S-transferase (GST) family consists of multifunctional enzymes that act on cell detoxification
and elimination of various substances, including oxidative stress products. Among the human
cytosolic classes of the GST family, two isoenzymes are highlighted: GSTM1 and GSTT1,
both encoded by genes of the same name, these genes have a total deletion polymorphism that
results in the absence of enzymatic activity. Therefore, the objective of the present study was
to evaluate the deletion polymorphisms in GSTM1 and GSTT1 genes and their association
with the risk of developing ALS. A case-control study was conducted, including 101 patients
diagnosed with ALS and 119 individuals without diagnosis of neurodegenerative diseases.
Peripheral blood samples were collected from both groups and subjected to DNA extraction
and subsequent genotyping. The polymorphisms were genotyped by the multiplex real - time
PCR (qPCR) technique, with the definition of the null and present genotypes by analysis of
the melting curves produced after the amplification. Clinical and demographic data were
collected from medical records and questionnaires, including topics such as cigarette use,
alcohol intake, age of diagnosis, physical activity practice, occupational history, among
others. Among the groups analyzed, alcohol consumption was predominant in patients with
ALS, with a significant difference between the case and control groups (p=0.01). However,
there was no association of GSTM1 (p=0.85), GSTT1 (p=0.90) deletion polymorphisms and
their possible genotypic combinations with the risk of developing ALS. The relationship of
polymorphisms with the clinical and demographic profile of patients with the disease was also
performed. In this analysis, there was a significant difference in the GSTM1-present genotype
with the variables: environmental exposure and smoking (p = 0.02 and 0.03, respectively), in
the GSTT1-present genotype with a history of neurodegenerative disease in the family
(p=0.01), while the double genotype present also showed a significant difference with the
family history of neurodegenerative disease (p=0.02). In this context, the results found in this
study demonstrate the non-association of GSTM1 and GSTT1 deletion polymorphisms with
the development of ALS.

Keywords: ALS; Genetic polymorphism; Glutathione S-transferase; GSTM1; GSTT1.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Esclerose Lateral Amiotrofica

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) foi primeiramente descrita pelo neurologista
francés Jean-Martin Charcot, em 1869, por consequéncia, na Franca a doenca é conhecida
como “Mal de Charcot”. Nos Estados Unidos, ganhou repercussao e ficou conhecida como
“Doenca de Lou Gehring”, nome do famoso jogador de beisebol que faleceu em decorréncia
da doenca no ano de 1941. No Brasil, a primeira descricdo da doenga ocorreu em 1909, pelo
Dr. Cypriano Freitas (ABRELA, 2013; PRADO et al., 2016). A definicdo da doenca esta
intrinseca a sua propria designacdo, sendo o termo Esclerose definido como atrofia e
cicatrizacdo; Lateral refere-se a atrofia da por¢do lateral da medula espinhal; e Amiotrofica
remete a atrofia muscular (ABRELA, 2013).

Assim, a ELA é considerada uma doenca neurodegenerativa progressiva, grave e rara,
caracterizada pela degeneracdo dos neurénios motores superiores e inferiores (NMS e NMI),
afetando varios niveis: bulbar, cervical, toracico e lombar (Figura 1). Como resultado, tem-se
uma paralisia muscular progressiva que compromete a capacidade funcional do individuo
(CHIO et al., 2013; ESCARRABILL et al., 2014; HARDIMAN et al., 2017). Geralmente, em
individuos acometidos pela doenca, ha um declinio da atividade muscular com inicio nas
extremidades, avangando a posteriori, para o restante do corpo (ESCARRABILL et al., 2014).

A degeneracdo dos NMS no cérebro gera sintomas que incluem espasticidade,
hiperreflexia, labilidade emocional e limitacGes funcionais. Enquanto a perda de NMI acarreta
em sinais como fraqueza muscular, perda de peso, cdibras e fasciculacdes, bem como o
comprometimento a nivel bulbar, cujas manifestacBes disartria, disfagia, disfonia, e
comprometimento respiratério também sdo relatadas (ABRELA, 2013; OSKARSSON;
GENDRON; STAFF, 2018).
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Figura 1. Regides do sistema nervoso afetadas pela ELA.

Usualmente, as fungdes autbnomas, como a funcdo cardiaca e esfincteriana, presséo,
temperatura e o sistema sensorial, sdo preservadas (BROOKS et al., 2000; SWINNEN;
ROBBERECHT, 2014; OSKARSSON; GENDRON; STAFF, 2018). Entretanto, quadros de
deméncia, alteragdes cognitivas e disfuncdo executiva foram associados e descritos em mais
de 50% dos pacientes portadores da doenca (WANG et al., 2017).

Mundialmente, as taxas de incidéncia e prevaléncia da ELA sao variaveis, oscilam de
1,55-1,96 caso0s/100.000 pessoas/ano e 1,0-11,3 casos/100.000 pessoas, respectivamente
(CHIO et al, 2013; MARIN et al, 2017). Atualmente, relata-se a existéncia de
aproximadamente 450.000 portadores de ELA no mundo (GROLLEMUND et al., 2019), com
projecBes para aumento de até 70% de casos nas proximas duas décadas (CHIA; CHIO;
TRAYNOR, 2018; ZENG; ZHOU, 2019).

Apesar dos estudos epidemioldgicos reportarem uma frequéncia similar de ELA em
varios paises, a maioria dessas pesquisas provém da Ameérica do Norte e da Europa,

evidenciando a importancia e relevancia em buscar informagdes oriundas de outros
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continentes. Aprimorando assim, o conhecimento sobre a distribuicdo e os possiveis fatores
determinantes da ELA (CHIO et al., 2013; TALBOTT; MALEK; LACOMIS, 2016).

No Brasil, o quinto maior pais por area geografica e populacdo, ha poucos estudos
clinico-epidemioldgicos sobre a doenca (MORAES et al., 1998; DIETRICH-NETO et al.,
2000; LIMA; NUCCI, 2011; MATOS et al., 2011; LINDEN-JUNIOR et al., 2013; PRADO et
al., 2016). Com base nesses estudos, a taxa de incidéncia e prevaléncia da ELA no Brasil foi
estipulada em torno de 0,4 casos/100.000 pessoas/ano e 0,9-1,5 casos/100.000 pessoas,
respectivamente (DIETRICH-NETO et al., 2000; PRADO et al., 2016). Entretanto, devido as
diferengas socioecondmicas e étnicas dentro do pais, permanece incerta a confiabilidade dos
dados desses estudos em representar o perfil clinico de pacientes com ELA de todas as regies
brasileiras (PRADO et al., 2016).

Supde-se que diversos fatores possam estar relacionados ao desenvolvimento da ELA,
entretanto, até os dias atuais, estabeleceu-se principalmente a idade avancada, 0 sexo
masculino e o historico familiar da doenca (INGRE et al., 2015). Dados revelam um aumento
na incidéncia da doenca apds os 40 anos, com pico entre 60 e 75 e posterior declinio, apesar
de, aproximadamente, 4 a 6% dos casos de ELA serem relatados em individuos com idade
inferior a 40 anos (ABRELA, 2013; HARDIMAN et al., 2017).

Verifica-se ainda, o predominio da doenca nos homens em uma proporcdo 1,5:1, e
principalmente em brancos, quando comparado a outras etnias (ABRELA, 2013;
HARDIMAN et al., 2017). O maior acometimento de homens pode refletir o predominio do
sexo masculino em profissdes com maior exposicdo a fatores de risco (produtos quimicos,
descargas elétricas, entre outros), bem como a uma possivel protecdo hormonal feminina
(POLLARI et al.,, 2014; MOURA; CASULARI; CARVALHO GARBI NOVAES, 2016;
HARDIMAN et al., 2017; ROONEY et al., 2017).

Quanto a etnia, a menor frequéncia de negros portadores de ELA pode ser explicada por
fatores genéticos diferenciais nesse grupo, que podem atuar como fator de protecdo contra a
doenca. Contudo, deve-se considerar ainda, a relacdo dessa frequéncia com as diferencas no
acesso a servicos de saude e no status socioecondmico entre grupos étnicos (RECHTMAN et
al., 2015; ROBERTS et al., 2016; LOGROSCINO; PICCININNI, 2019; LUNA et al., 2019).

Em sua maioria, quanto a etiologia, os casos de ELA s&o classificados como
esporadicos (90%), enquanto cerca de 10% dos casos sdo ditos como familiar, apresentando

padrdo de heranca autossémica dominante. Ambos possuem fendtipos patologicos e clinicos
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semelhantes, que demonstram um mecanismo implicito similar de degenera¢cdo na progressao
da doenca (HARDIMAN et al., 2017; OSKARSSON; GENDRON; STAFF, 2018).

Em relacdo aos sinais clinicos iniciais, a ELA pode ainda ser classificada em classica
representada por 70-80% dos casos e bulbar em 20-30% dos acometimentos (KIERNAN et
al., 2011; PRADO et al., 2016). A forma cléssica da ELA é caracterizada pela degeneracao
dos NMS e NMI, apresentando como sintomas iniciais, principalmente, a fraqueza e posterior
perda dos movimentos em membros superiores e inferiores, hiperreflexia, céibras,
fasciculacbes e espasticidade (SWINNEN; ROBBERECHT, 2014; OSKARSSON;
GENDRON; STAFF, 2018).

A ELA bulbar é definida pela degeneracdo inicial de NMI na regido do bulbo,
responsaveis pelo controle dos musculos da face, boca, garganta e lingua. Sendo considerada
a forma mais grave da doenca, a ELA bulbar apresenta como sintomas iniciais, disartria,
disfagia, disfonia, atrofia e fascicula¢fes da lingua e insuficiéncia respiratoria (SWINNEN;
ROBBERECHT, 2014; OSKARSSON; GENDRON; STAFF, 2018).

A diversidade de manifestaces clinicas e a velocidade de progressdo da ELA tornam o
diagnostico um desafio, ndo havendo um teste especifico para identificacdo da doenca. O
diagndstico é realizado a partir de dados clinicos, seguindo os critérios do El Escorial, e
auxiliado por exame de eletroneuromiografia. Tais critérios foram propostos pela Federagéo
Mundial de Neurologia em 1994 e reformulado nos anos de 2000 e 2008, possibilitando a
categorizacdo dos casos como definitivos ou provaveis (BROOKS et al., 2000; SILANI et al.,
2011; WANG et al., 2017).

Contudo, a ELA continua sem cura, apresentando evolucdo progressiva e fatal, com
sobrevida média entre trés a cinco anos apds o inicio dos sintomas (VUCIC; ROTHSTEIN;
KIERNAN, 2014; HARDIMAN et al., 2017). Atualmente, a opc¢do terapéutica € limitada ao
uso do Riluzol, medicamento bloqueador de neurotransmissdo glutamatérgica, aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 1995, que diminui lesdes causadas nos neurdnios
motores. Estudos demonstram que a sobrevida é aumentada em 3 a 6 meses com 0 uso do
medicamento, principalmente quando utilizado nos estagios inicias da doenga (JAISWAL,
2019).

H& muitas discussfes e ensaios sobre formas de tratamento para a doenca, contudo
nenhum foi comprovadamente eficaz. A gravidade da ELA, a falta de tratamento efetivo e a
rpida progressdo tem alavancado a pesquisa pela cura da doenca com varias abordagens

sendo exploradas, embora a auséncia de biomarcadores seja, provavelmente, um dos fatores
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limitantes para o avango na busca do tratamento (OSKARSSON; GENDRON; STAFF,
2018).

O Edaravone, aprovado em 2017 pelo FDA, é um medicamento intravenoso utilizado
no tratamento da ELA ainda ndo liberado no Brasil, sendo somente comercializado nos
Estados Unidos e Japdo. Esse farmaco atua na eliminagdo de peroxidos lipidicos e radicais
livres, protegendo o organismo contra o estresse oxidativo (OSKARSSON; GENDRON;
STAFF, 2018). Os primeiros ensaios clinicos, executados em 2001, apontaram uma eficacia
promissora desse medicamento nos estagios iniciais da doenca ao impedir a degeneracdo da
fungdo motora em portadores de ELA. Entretanto, resta ainda determinar se 0 medicamento
pode prolongar o tempo de vida dos pacientes, fomentando novas pesquisas que buscam
esclarecer essa problematica (YOSHINO, 2019).

Além disso, nos ualtimos anos, a procura por tratamento efetivo para ELA tem
incentivado estudiosos a avaliar a utilizagdo de terapias com células-tronco, empregando
diversos tipos celulares. Porém, as abordagens utilizando essas ceélulas, buscam
principalmente proteger os neurdnios motores remanescentes, e nao substituir os neurénios
degenerados (ABDUL WAHID et al., 2016). Assim, as opcdes terapéuticas indicadas para
ELA até os dias atuais sdo paliativas, com o objetivo de proporcionar uma melhora na
qualidade de vida e maior sobrevida aos pacientes (OSKARSSON; GENDRON; STAFF,
2018).

Adicionalmente, os fatores subjacentes ao processo neurodegenerativo na ELA
permanecem incompreendidos. Diversos mecanismos celulares e moleculares foram
relacionados, como disfuncdo mitocondrial, falha no transporte axonal, agregacdo proteica,
excitotoxicidade pelo glutamato, hipermetabolismo e estresse oxidativo (Figura 2). Embora
ndo esteja esclarecido se essa correlacao seria causa ou consequéncia da doenca, esses fatores
sdo reconhecidos como desencadeadores de vias apoptoticas, levando a crer que favorecam a
degeneracdo de motoneurdnios (VUCIC; ROTHSTEIN; KIERNAN, 2014; WEIDUSCHAT
etal., 2014; BLASCO et al., 2017; HARDIMAN et al., 2017).

Sabe-se, ainda, que a ELA é uma doenga de etiologia multifatorial e complexa,
abarcando fatores genéticos e ambientais (VUCIC; ROTHSTEIN; KIERNAN, 2014;
WEIDUSCHAT et al., 2014; BLASCO et al., 2017; HARDIMAN et al., 2017). Dentre 0s
fatores genéticos implicados no desenvolvimento da ELA, varios foram os polimorfismos
associados, podem-se citar 0s presentes nos genes SOD1 (superdxido dismutase Cu/Zn),

sendo esse 0 mais estabelecido e extensamente analisado, TARDBP ou TDP-43 (proteina de
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ligagdo ao DNA TDP-43), FUS (proteina de fusdo envolvida na transcri¢cdo e splicing de
RNA), C90RF72 (cromossomo 9 quadro de leitura aberto 72) e VAPB (proteina de membrana
associada a vesicula B) (Figura 2) (DARBYSON; NGSEE, 2016; GHASEMI; BROWN,
2017).
nucleocitoplasmatico
i
Reparo do DNA '\ ¢

TDP-43 NEKI
C2lorf2 FUS

Metabolismo do RNA
e proteina de ligagdo ao RNA
TDP-43  FUS

Disfungdo mitocondrial Q b Ao NeUronio
e estresse oxidativo | - motor

TDP-43  SOD-1 |
CYorf72

Falha da proteostase
TDP-43 FUS -
SOD-1__ Corf72 J 4

N
Disfungao dos
"\ oligodendrécitos

Vesicula
sindptica

Excitotoxicidade}—"
EAAT2
Disfungdoda | ...
microglia

Defeito no citoesqueleto
e no transporte axonal /-

02 o
Defeito no transporte
vesicular = |
VAPB

Figura 2. Mecanismos patolégicos e polimorfismos genéticos relacionados ao
desenvolvimento da ELA. AMPA-R: Receptor ionotropico de glutamato; C2lorf2:
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Diversos fatores fisiopatoldgicos podem explicar o envolvimento dos polimorfismos
que comprometem a atividade da enzima SOD1 com a patogénese da ELA, entre eles a
excitotoxicidade, disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo (POLLARI et al., 2014;
HAYASHI; HOMMA; ICHIJO, 2015). Assim, devido a caréncia de um padrdo hereditario
estabelecido e a maior prevaléncia em determinados ndcleos familiares, especulou-se que
alteracOes genéticas associadas a exposi¢do dos individuos a fatores toxicos possibilitariam o
desenvolvimento da ELA (ABRELA, 2013).

Alguns estudos apontam uma possivel relagdo entre a exposicdo a certos agentes
ambientais e a suscetibilidade a doenca, apresentando como fatores causais exdgenos a
exposicdo a metais pesados e pesticidas, atividade fisica intensa, traumatismo craniano,
tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas, entre outros (TROJSI; MONSURRO;
TEDESCHI, 2013; GUNNARSSON; BODIN, 2018). Esses fatores somados a alteracdes
genéticas que prejudicam a detoxificacdo de compostos toxicos, favorecem o estabelecimento
do quadro de estresse oxidativo, influenciando na suscetibilidade a ELA (AL-CHALABI,
HARDIMAN, 2013; OSKARSSON; HORTON; MITSUMOTO, 2015; RIANCHO et al.,
2018).

1.2. Estresse Oxidativo como fator neurodegenerativo

Os radicais livres sdo moléculas instaveis e altamente reativas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados. Existem diversos radicais livres, e esses sdo divididos de acordo
com seu atomo central, destacando-se, principalmente, aqueles intermediarios da reducdo do
oxigénio molecular (O,) & 4gua (KALYANARAMAN, 2013; TARAFDAR; PULA, 2018).

Em condicdes fisiologicas normais, essas moléculas sdo continuamente produzidas
como produtos do metabolismo, sendo contrabalanceadas por mecanismos antioxidantes
(ELFAWY; DAS, 2019). Assim, em baixas concentracOes a geracdo de radicais livres, como
especies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNS), & necessaria para manuten¢édo da
homeostase celular, estando essas moléculas relacionadas a processos de sinalizacdo, defesa
contra microrganismos, resposta imune e a expressdao de genes associados a resposta ao
estresse celular (LUSHCHAK, 2014; TARAFDAR; PULA, 2018).

Porém, quando ha um desequilibrio entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes tem-se
0 estabelecimento de um quadro denominado estresse oxidativo (ELFAWY; DAS, 2019).

Esse refere-se, portanto, a um desbalanceamento entre a producdo de EROs e sua remogéo
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por meio das defesas antioxidantes, sendo potencialmente danoso & membranas, por meio da
peroxidacgdo lipidica, ao DNA e as mitocondrias (SMEYNE; SMEYNE, 2013; ESPINOSA-
DIEZ et al., 2015; MAZZETTI et al., 2015).

Em humanos, cada tecido possui um grau variado de suscetibilidade ao estresse
oxidativo. Devido, principalmente, aos baixos niveis de antioxidantes e a alta disponibilidade
de substratos oxidantes, a grande producdo de radicais livres torna o cérebro sensivel ao
acumulo de EROs (POPA-WAGNER et al., 2013; TARAFDAR; PULA, 2018). Além disso,
esse 6rgdo consome 20% do O, corporal e possui uma baixa capacidade de regeneracao
celular quando comparado a outros 6rgdos, o que o torna extremamente vulneravel aos danos
oxidativos (ISLAM, 2016; TARAFDAR; PULA, 2018).

Os neurdnios estdo entre os tipos celulares mais ativos no metabolismo oxidativo,
demandando um equilibrio entre oferta e gasto de glicose e O,. O alto consumo de O, pela
respiracdo celular, associado a baixos niveis de enzimas antioxidantes presentes nessas
células, as expOe ao estresse oxidativo. Consequentemente, o déficit na atividade de enzimas
de defesa antioxidante é capaz de inferir a suscetibilidade dos neurénios ao dano oxidativo
(SMEYNE; SMEYNE, 2013; MAZZETTI et al., 2015).

Os danos causados as biomoléculas pelo estresse oxidativo sdo cumulativos e,
acredita-se que exercam um importante papel no desenvolvimento de doencas relacionadas a
idade, como cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, dentre outras
(MAZZETTI et al.,, 2015; KUMAR et al., 2017). Estudos demonstram que durante o
processo de envelhecimento, foram relatados altos niveis de estresse oxidativo e déficit de
fungBes antioxidantes na regido do cortex cerebral humano, tornando essa area mais
suscetivel a neurodegeneracdo (SALMINEN; PAUL, 2014; MAZZETTI et al., 2015).
Portanto, esse mecanismo € indicado como uma das principais particularidades de qualquer
processo neurodegenerativo, e assim, considera-se sua relagdo com o desenvolvimento da
ELA (WEIDUSCHAT et al., 2014).

Intracelularmente, as EROs sdo produzidas em locais como o citosol, peroxissomos e
reticulo endoplasmaético, no entanto, aproximadamente 90% dessas espécies sdo geradas nas
mitocondrias (DAI et al., 2014; SHEFA et al., 2019). Especialmente no cérebro, essas
organelas podem ser encontradas em corpos celulares, axénios, dendritos e botbes sinapticos,
produzindo EROs pelo escape de elétrons da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
(ISLAM, 2016; TARAFDAR; PULA, 2018).

As mitocdndrias convertem cerca de 1-5% do O, em EROs, principalmente pelo
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complexo | (NADH desidrogenase) e Il (Ubiquinona: citocromo c-oxidorredutase) da
cadeia transportadora de elétrons, a medida que a ubiquinona parcialmente reduzida (Q°) doa
elétrons para o O, formando assim o anion superoxido (O;). Esse radical pode
espontaneamente ou pela acdo da SOD, ser transformado em peroxido de hidrogénio (H,05)
e, apesar de ndo ser um radical livre por ndo possuir um elétron desemparelhado, o H,0, é
um oxidante efetivo em diversas biomoléculas. O H,O, pode entdo ser reduzido a dgua pela
Catalase (CAT) ou pela Glutationa peroxidase (GPx), ou ainda, reagir com metais de
transicdo, como ferro (Fe**) e cobre (Cu®), para produzir o radical hidroxila (HO),
considerado o radical livre mais reativo (Figura 3) (NELSON; COX, 2014; ISLAM, 2016;
TARAFDAR; PULA, 2018; AGNIHOTRI; ARUOMA, 2019).
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Figura 3. Forma(;éo de espécies reativas de oxigénio e principais enzimas antioxidantes
atuantes. Cu™: Cobre; e: Elétron; EROs: Espécies reativas de oxigénio; O, Superdxido;
Fe*?: Ferro; GR: Glutationa Redutase; GSH: Glutationa reduzida; GSSG: Glutationa
oxidada; GPx: Glutationa Peroxidase; H*: fon de hidrogénio; H,0,: Peréxido de hidrogénio;
H,O: Agua; HO™: Hidroxila; NO: Oxido nitrico; O, Oxigénio molecular; ONOO™:
Peroxinitrito; SOD: Superdxido dismutase.
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A ordenagdo mitocondrial nos terminais nervosos pré-sinapticos pressupde sua
atividade a partir de respostas coordenadas a diversos estimulos. Sendo assim, a principal
resposta da mitocondria perante o estresse € a alteracdo da permeabilidade mitocondrial, com
posterior colapso do potencial de membrana e a producéo exacerbada de EROs (Figura 2).
Isso induz a disseminacdo da permeabilidade para mitocondrias subjacentes e acarreta no
efeito conhecido como “liberacdo de EROs induzida por EROs” (POLLARI et al., 2014).
Diversas doencas foram relacionadas a essa disfuncdo mitocondrial, principalmente as
doencas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, Huntington e ELA
(NIEDZIELSKA et al., 2016; ELFAWY:; DAS, 2019).

Além disso, a producdo de EROs no sistema nervoso central (SNC) também esta
relacionada a hipdtese da excitotoxicidade, caracterizada pela funcdo aberrante do receptor de
glutamato (Figura 2) (WEIDUSCHAT et al, 2014). O glutamato é o principal
neurotransmissor excitatorio, responsavel pelo influxo de célcio (Ca**) no processo de
despolarizacdo da membrana. A disfuncdo nos receptores desse aminoacido acarreta em
desregulacdo da homeostase celular, gerando maior influxo de Ca?*, fato que resulta na
superativacdo da enzima Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), responsavel por produzir
oxido nitrico (NO). O excesso deste reage com 0 O, formando peroxinitrito (ONOQO) (Figura
3), um anion extremamente reativo que ocasiona danos celulares (CARVALHO; MOREIRA,
2018; ELFAWY; DAS, 2019). Além disso, sabe-se que a reducdo da biodisponibilidade do
NO resulta em uma diminuicdo de suas propriedades vasodilatadoras, antiproliferativas e anti-
inflamatérias (DE SILVA; MILLER, 2016; CARVALHO; MOREIRA, 2018).

Estudos relatam sinais de processo inflamatério e ativacdo do sistema imune em
processos neurodegenerativos. As células da glia, principalmente a micréglia e os astrécitos,
sdo células responsaveis por fornecer suporte e protecdo aos neurbnios, mantendo a
homeostase celular (MALASPINA; PUENTES; AMOR, 2015). A micrdglia atua como
primeira linha de defesa do SNC, sendo considerada componente do sistema imune inato. Sua
ativacdo foi verificada no cortex motor, tronco encefalico, trato corticoespinhal, medula
espinhal e liquido cefalorraquidiano de pacientes recém-diagnosticados com ELA (BANATI
etal., 1995; BOWERMAN et al., 2013).

A ativacdo microglial leva a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios que favorecem a
disfuncédo da barreira hematoencefalica (BHE) e o influxo de leucdécitos da periferia para o
SNC (GONZALEZ; PACHECO, 2014). Com a progressio da doenca, os fatores pro-

inflamatorios liberados ativam os astrocitos, acarretando na reducgéo de fatores neurotroficos,



26

hiporegulacdo dos transportadores de glutamato e na liberacdo de fatores neurotoxicos e
citocinas pré-inflamatorias (Figura 2) (ZHAO; BEERS; APPEL, 2013; HOOTEN et al., 2015;
PRADO et al., 2018).

O estresse oxidativo pode ainda causar 0 aumento da permeabilidade da BHE, uma
barreira fisica que controla o transporte de d4gua e moléculas e protege contra compostos
toxicos e patdgenos. O aumento dessa permeabilidade favorece a entrada e acumulo de
substancias neurotoxicas, diminuindo a entrega de nutrientes ao SNC, o que leva,
possivelmente, a disfuncdo sindptica e morte neuronal (CARVALHO; MOREIRA, 2018;
TARAFDAR; PULA, 2018).

Assim, o0 estresse oxidativo associado a condicOes inflamatorias no cérebro geram
desmielinizacdo e dano axonal, prejudicando a conducdo de sinais nervosos, 0 que acarreta
em perda de fungBes como sensacdo e movimento (POPA-WAGNER et al., 2013;
TARAFDAR; PULA, 2018). Desta forma, os mecanismos de disfun¢gdo mitocondrial,
excitoxicidade, desequilibrio do influxo de Ca?*, aumento da permeabilidade da membrana e
processos inflamatorios estimulam a maior producdo de EROs. Os efeitos acumulativos desse
processo iniciam a via apoptética intrinseca, acarretando na morte de motoneurdnios
(POLLARI et al., 2014; ISLAM, 2016).

Assim, ha evidéncias substanciais para sugerir a atividade de radicais livres e 0
estabelecimento do estresse oxidativo como fatores de risco para o desenvolvimento de
doencas neuroldgicas, como Alzheimer, Esquizofrenia, Parkinson e ELA (D’AMICO et al.,
2013; NIEDZIELSKA et al., 2016; TARAFDAR; PULA, 2018). O estresse oxidativo pode
estar relacionado a uma variedade de eventos celulares em neurdnios motores, favorecendo a
degeneracgédo e morte dos mesmos (D’AMICO et al., 2013).

Contudo, 0 organismo possui mecanismos variados que visam promover a detoxificacao
celular contra o estresse oxidativo. Os mecanismos de detoxificacdo englobam a atividade de
enzimas como SOD, que converte 0 O, em H,0,, que por sua vez, pode ser degradado pelas
enzimas CAT ou GPx. Tém-se ainda, a atuacdo da Glutationa reduzida (GSH) (Figura 3),
responsavel por detoxificar EROs, bem como xenobioticos e metabolitos reativos, sendo esta
substrato para enzimas como, GPx e Glutationa S-transferases (GSTs) (MAZZETTI et al.,
2015; ALLOCATI et al., 2018; ELFAWY:; DAS, 2019).

Assim, outro fator relevante para contribuicdo do estresse oxidativo na patogénese da
ELA é a disfungdo da homeostase de enzimas relacionadas a detoxificacdo celular, como a

GSH, bem como dos niveis e/ou funcdes alteradas das GSTs. Estudos ex vivo relataram
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baixos niveis de GSH no sangue, urina, liquido cefalorraquidiano e tecido espinhal de
pacientes portadores de ELA (POLLARI et al., 2014; WEIDUSCHAT et al., 2014,
NIEDZIELSKA et al., 2016). Diversos fatores podem esclarecer esses achados, como o
aumento do consumo de antioxidantes para neutralizar EROs, bem como a excitotoxicidade
pelo glutamato, que pode afetar a producdo da GSH (WEIDUSCHAT et al., 2014).

As fungdes detoxificantes da GSH e GSTs sdo, portanto, particularmente relevantes
nos neurdnios devido a producdo de EROs associado aos baixos niveis de antioxidantes
nessas células, tornando-os sensiveis ao estresse oxidativo (ALLOCATI et al., 2018). Dessa
forma, supde-se que a via de metabolismo de xenobiéticos e a variacdo em genes envolvidos
no processo de detoxificacdo celular, possam estar relacionadas ao risco de desenvolvimento
da ELA (EUM et al., 2015; ALLOCATI et al., 2018).

1.3. Sistema Glutationa S-transferase

Continuamente, 0s seres humanos sdo expostos a substancias exdgenas e enddgenas
gue podem causar danos ao organismo. Porém, existem mecanismos de detoxificacdo celular
onde 0 organismo atua contra xenobioticos, assim como metabdlitos e excesso de EROs e
ERNSs produzidos intracelularmente (MAZZETTI et al., 2015; SUTHAR et al., 2018). Esses
mecanismos antioxidantes sdo classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos, e embora, no
primeiro caso, sejam necessarios um grande numero de enzimas para metabolizar essas
substancias, a detoxificacdo celular é dividida em trés fases principais (KURUTAS, 2016;
IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

Inicialmente, os compostos sdo metabolizados pelas enzimas de fase I, a maioria destas
pertencentes a familia Citocromo P450, ocorrendo reacdes de bioativacdo, onde ha a
conversdo dos compostos originais em metabdlitos polares, por intermédio de mecanismos
como oxidacdo, reducdo e hidrolise (CHOUDHURY et al., 2015; KURUTAS, 2016). Os
produtos dessa fase podem ser eliminados diretamente ou participarem das reagdes de fase 1.
Na segunda fase, as enzimas GSTs, realizam a conjugacao de compostos eletrofilicos & GSH,
tornando-os mais hidrofilicos, o que facilita sua excre¢do (Fase I11) (Figura 4) (KURUTAS,
2016; ALLOCATI et al., 2018).
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Figura 4. Representacdo esquematica das fases do processo de detoxificagdo celular, com
énfase na fase Il. CYP450: Citocromo P450; EROs: Espécies reativas de oxigénio; G6PD:
Glicose-6-fosfato desidrogenase; H': fon de hidrogénio; NADP™: Fosfato de dinucleotideo de
adenina e nicotinamida oxidado; NADPH: Fosfato de dinucleotideo de adenina e
nicotinamida reduzido.

A GSH ¢é um tripeptidio formado a partir dos aminoacidos cistéina, glicina e acido
glutdmico, durante a via de transulfuracdo da homocisteina (DOS ANJOS et al., 2018). No
cérebro, os niveis dessa proteina sdo mais baixos quando comparados a outros tecidos, devido
a toxicidade de altas concentracOes de seus precursores (MAZZETTI et al., 2015).

Nas mitocondrias, a GSH atua na regulacdo da apoptose e, no ndcleo € considerada
regulador chave da divisdo celular (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009). No entanto, é
principalmente reconhecida por ser o antioxidante de baixo peso molecular mais importante
nas células. Durante a detoxificacdo de compostos eletrofilicos, a GSH é oxidada a glutationa
dissulfeto (GSSG) na presenca de fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida

reduzido (NADPH), oriundo da via das pentoses-fosfato, reduzindo espécies oxidantes, sendo
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utilizada, portanto, em reacOes catalisadas via GPx e GSTs (Figura 4) (MAZZETTI et al.,
2015).

A familia GST (EC.2.5.1.18) consiste em enzimas multigénicas importantes na protecéo
celular, envolvidas na detoxificacdo de produtos do estresse oxidativo, xenobioticos e EROs
(SUTHAR et al., 2018). As GSTs participam de diversos processos intracelulares como 0s
relacionados a resposta ao estresse, previamente mencionado, a replicacao celular, modulacéo
de vias de sinalizacdo, apoptose e ao estabelecimento de resisténcia a medicamentos
(HAYES; STRANGE, 2000; ZMORXYNSKI et al., 2015).

No cérebro, as GSTs foram localizadas principalmente em astrocitos, neurdnios e
tecidos periféricos (KUMAR et al., 2017; DASARI et al., 2018a). Estudos relatam que a
superexpressdo de genes da familia GSTs nos neurdnios interrompeu O pProcesso
neurodegenerativo, sugerindo um efeito protetor dessas enzimas atuantes no processo de
detoxificacdo celular (WHITWORTH et al., 2005; MAZZETTI et al., 2015).

Em mamiferos, as GSTs séo classificadas em: citosolica, mitocondrial e microssomal,
sendo esta ultima associada a membrana. Dentre as citosolicas humanas encontram-se 7
classes subdivididas de acordo com a sequéncia de aminodacidos, propriedades imunolégicas,
pontos isoelétricos e a especificidade ao substrato: Alpha (a), Mu (p), Theta (0), Pi (r), Sigma
(6), Omega (o) e Zeta ({) (PINHEIRO et al., 2013; ESLAMI; SAHEBKAR, 2014). A maioria
dos genes da familia GST sdo polimérficos, acarretando em alteracdes nas atividades dessas
enzimas, 0 que torna os individuos portadores desses polimorfismos, suscetiveis a diversas
doengas (ZHANG et al., 2013; PINHEIRO et al., 2017; ADIBHESAM I et al., 2018; DASARI
etal., 2018a; DE LIMA et al., 2018).

As GSTs citosolicas compartilham caracteristicas como o fato de serem proteinas
diméricas, possuirem massa molecular entre 23 e 30 kDa, e conter de 199 a 244 aminoacidos
(TEW et al., 2011; DASARI et al., 2018b). Cada subunidade de GST possui um sitio ativo
constituido por duas regides funcionais diferentes: o sitio G hidrofilico presente no dominio
N-terminal da proteina, onde € realizada a ligagdo com a GSH, e um sitio H no dominio C-
terminal, que realiza a ligacdo com os compostos eletrofilicos. O sitio G é preservado entre
as classes de GSTs devido a alta especificidade, porém o sitio H possui variacGes entre as
GSTs, revelando uma ampla especificidade a depender do substrato (TEW et al., 2011; WU;
DONG, 2012; BOARD; MENON, 2013; DOS ANJOS et al., 2018).

A classe Mu apresenta cinco genes distintos: GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e

GSTM5, sendo todos mapeados no bragco curto do cromossomo 1. O gene M1
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(MIM*138.350) € polimdrfico e apresenta dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B),
ambos eficientes no processo de detoxificacdo. A classe Theta contem dois genes, GSTT1 e
GSTT2, situados no brago longo do cromossomo 22 (BOARD; MENON, 2013;
BENABDELKRIM; DJEFFAL; BERREDJEM, 2018).

Destacam-se os genes M1 e T1, principalmente devido a grande quantidade de estudos
sobre a associagdo dos polimorfismos de delecdo nesses genes com a suscetibilidade a
diversas doencas (PINHEIRO et al., 2013, 2017; ESLAMI; SAHEBKAR, 2014,
BENABDELKRIM; DJEFFAL; BERREDJEM, 2018). No entanto, a influéncia desses no

desenvolvimento da ELA ainda néo foi explorada.

1.4. Polimorfismos de delecdo dos genes GSTM1 e GSTTL1 e sua possivel associacdo com a
ELA

Dentre as classes citosolicas humanas da familia GSTs, destacam-se duas isoenzimas:
GSTM1, codificada pelo gene de mesmo nome, localizado em 1p13.3, apresentando 8 éxons;
e GSTT1, codificada pelo gene GSTT1 (MIM*600.436) situado em 22gl11.2, contendo 5
éxons (CURIONI et al., 2013; DASARI et al., 2018a). O polimorfismo presente nesses genes
caracteriza-se pela delecdo total do gene, resultando em um genétipo homozigético nulo
(GSTM1-nulo e GSTT1-nulo), definido pela auséncia de atividade enzimética dessas
isoformas (PEJOVIC-MILOVANCEVIC et al., 2016; KUMAR et al., 2017).

Trocas homologas desiguais envolvendo regides flanqueadoras resultam na delecdo dos
genes. Essas regibes possuem alta identidade, sendo identificadas como pontos de
delecdo/juncdo do gendtipo nulo (REIS, 2010). Os polimorfismos de delecdo dos genes
GSTM1 e GSTT1 sdo corriqueiros na populacdo humana. Contudo, suas frequéncias sdo
variaveis, verificando-se disparidades geograficas e étnicas. A prevaléncia do gendtipo
GSTM1-nulo varia em caucasianos de 47-57%, em asiaticos de 42-54% e em africanos de 16-
36%, enquanto o gendtipo GSTT1-nulo em caucasianos foi de 13-26%, sendo mais comum na
populacdo asiatica com frequéncia de 35-52% (SAITOU; ISHIDA, 2015; SUTHAR et al.,
2018).

A suscetibilidade a doencas inerentes a cada populacéo e as respostas interindividuais a
toxicidade como consequéncia do gendtipo nulo, podem ser os responsaveis pela variacdo dos
genotipos encontrados entre as populaces (ZHANG et al., 2013). Estudos demonstram que

somente cerca de 10% de todos os individuos possuem genétipo duplo nulo (GSTM1-nulo e
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GSTT1-nulo), 0 que os torna mais propensos a danos ocasionados pelo estresse oxidativo
(BENABDELKRIM; DJEFFAL; BERREDJEM, 2018).

Apesar das delecBes de GSTM1 e GSTT1 serem corriqueiras na populagdo mundial, os
polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo de xenobidticos sdo, em sua maioria,
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), as delecdes sdo menos frequentes e a auséncia
completa do gene € considerada rara. Portanto, demonstra-se a razdo pelo qual os
polimorfismos de delecdo total do gene tém atraido pesquisadores e se tornado alvo de varias
pesquisas. A hipotese geral é de que a atividade enzimatica normal ou aumentada das GSTs
possa proteger os tecidos por meio da detoxificagdo de compostos nocivos, sendo esperado
que a delecdo dos genes provoque a reducdo da capacidade detoxificante, expondo assim 0s
individuos com gend6tipo nulo a um maior risco de desenvolver varias doencas (TEAMA,
2018).

Os alelos funcionais de GSTM1 possuem a capacidade de detoxificar genotoxinas como
epoxidos de hidrocarbonetos arométicos e produtos do processo oxidativo como
hidroperdxidos de DNA e diol epdxido de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, enquanto
GSTT1 realiza a detoxificagdo dos principais constituintes da fumaca do cigarro como haleto
de alquila e diol epoxido do benzo[a]pireno (KASTHURINAIDU et al., 2015).

Assim, em decorréncia das variacbes genéticas na populacdo, a capacidade de
detoxificacdo difere de forma interindividual, podendo existir casos onde ocorra um
desbalanceamento de atividade entre as Fases | e Il de detoxificacdo celular, que acarreta em
um aumento de metabdlitos eletrofilicos e resulta em efeitos deletérios para biomoléculas
(ZHANG et al., 2013), bem como podem levar a morte neuronal por meio de alteragdes
mitocondriais, neuroinflamacdo e estresse oxidativo (COSTA, 2017; RIANCHO et al.,
2018).

Diversas pesquisas vém associando o polimorfismo de delecdo dos genes GSTM1 e
GSTT1 ao risco de desenvolvimento de diversos tipos de cancer, como o cancro colorretal,
renal e oral (XU et al.,, 2011; CHENG et al., 2012), além de relaciona-lo a patogenia de
Diabetes Melittus 2 (PINHEIRO et al., 2013) e esquizofrenia refrataria (PINHEIRO et al.,
2017). Porém, sdo poucos o0s estudos que avaliam genes da familia GSTs e a suscetibilidade
a ELA (USAREK et al., 2005; WEIDUSCHAT et al., 2014; ALLOCATI et al., 2018).

Localizada em neurdnios e astrocitos, a isoforma GSTM1 desempenha um papel
protetor nos neurénios dopaminérgicos (MAZZETTI et al., 2015; KUMAR et al., 2017).

Relata-se, que a presenca de GSTML1 retarda o inicio da doenga de Parkinson, ao passo que 0
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genotipo nulo foi considerado fator de risco para essa e outras doencas, como Alzheimer.
Enquanto, a delecdo do gene GSTT1 esté relacionada a suscetibilidade a doenca de Parkinson,
Esquizofrenia e Alzheimer, sendo a presenca desse gene um possivel fator de protecdo contra
essas doencas (KUMAR et al., 2017; DASARI et al., 2018a). Além disso, a delecdo de ambos
0S genes estdo associados a menor sobrevida de pacientes com glioma (DASARI et al.,
2018a).

Dessa forma, torna-se evidente a importancia do sistema GST para defesa celular contra
agentes toxicos, bem como o fato de que o déficit de enzimas atuantes no processo de
detoxificacdo podem corroborar com o quadro de estresse oxidativo observado em diversas
doengas neurodegenerativas, incluindo a ELA (ALLOCATI et al., 2018; DASARI et al.,
2018a). Contudo, ainda sdo poucos os estudos genéticos sobre a ELA, principalmente na
populacdo brasileira (USAREK et al., 2005; WEIDUSCHAT et al., 2014; ALLOCATI et al.,
2018). Nesse sentido, esse € o primeiro estudo que busca investigar a associacdo dos
polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 no risco de desenvolvimento da ELA, contribuindo com o

conhecimento sobre genes possivelmente implicados na patogénese da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Investigar os polimorfismos de delecdo dos genes GSTM1 e GSTT1 e sua associagdo

com o desenvolvimento da ELA em pacientes do Estado de Goias - Brasil.

2.2. Objetivos especificos

e Descrever os parametros clinicos e demogréaficos dos pacientes portadores de ELA do
Centro Estadual de Reabilitacdo e Readaptacao Dr. Henrique Santillo (CRER);

e Determinar e comparar as frequéncias genotipicas dos genes GSTM1 e GSTTL1 nos
individuos portadores e ndo portadores de ELA,;

¢ Avaliar a correlacdo do polimorfismo de delecdo dos genes GSTM1 e GSTT1 com a
suscetibilidade ao desenvolvimento de ELA;

e Correlacionar os polimorfismos de delecdo dos genes GSTM1 e GSTT1 com o perfil

clinico e demogréafico dos pacientes portadores de ELA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Declaracéo de ética

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goids (CEP-UFG), sob o protocolo 2.496.856/2018. Todos os participantes
concordaram voluntariamente em participar do estudo ap6s esclarecimentos sobre seu
objetivo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Todos os pacientes

concordaram em participar do estudo e ndo houve retiradas.

3.2. Populacéo de estudo

Neste estudo caso-controle, foram selecionados para o grupo caso 101 pacientes
diagnosticados com ELA do Centro Estadual de Reabilitacdo e Readaptacdo Dr. Henrique
Santillo (CRER), Goiania, Goias, Brasil, centro de referéncia do Estado de Goias em
reabilitacdo de doencas neuromotoras, entre 0s anos de 2017 e 2019. Um total de 119
individuos sem diagndstico de doencas neurodegenerativas (ALS, Parkinson, Alzheimer,
Huntington e Esclerose Multipla) foram selecionados no Laboratério de Andlises Clinicas e
Educacdo em Saude (LACES) da UFG para compor o grupo controle.

Ambos os grupos foram pareados por sexo e idade para evitar esses possiveis fatores de
confusdo. Os critérios para pareamento e inclusdo foram estabelecidos de acordo com as
diretrizes do STrengthening the REporting of Genetic Association (STREGA) para melhor
relato de estudos de associacdo genética (LITTLE et al., 2009).

Os critérios de selecdo dos grupos estudados foram:

a) Inclusdo: pacientes com idade minima de 18 anos e maxima de 90 anos,
independentemente do estagio de progressao da doenca, que seguiram o protocolo de exames
laboratoriais e de imagem definidos para a doenca e padronizados pelo CRER;

b) Excluséo: protocolo CRER incompleto e impossibilidade de coleta de sangue venoso
periférico.

Dados clinicos e demograficos foram extraidos de prontuarios e questionarios, que
incluiam topicos como habitos de vida (tabagismo e consumo de alcool), idade ao
diagndstico, préatica de atividade fisica, historico ocupacional e historico familiar de doengas

neurodegenerativas. Fumantes foram definidos como aqueles pacientes que relataram usar
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cigarro por mais de um ano, e consumidores de alcool aqueles que relataram consumo
regular por pelo menos um ano antes do diagnostico de ELA. Os procedimentos referidos
foram realizados seguindo os Principios Eticos para Pesquisa Médica envolvendo Seres

Humanos da Declaracdo da Associacdo Médica Mundial de Helsinque.

3.3. Analises genéticas

As analises genéticas foram realizadas no Laboratorio de Patologia Molecular, Instituto
de Ciéncias Biologicas (ICB), Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias, Brasil.
Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo EDTA, identificadas e
armazenadas adequadamente a -80 °C. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
extracdo de DNA usando procedimento padrdo (Purilink Invitrogen da Life Technologies®,
EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. O material gendmico purificado foi
avaliado espectrofotometricamente com NanoDrop ™ ND-1000 (ThermoFisher®, EUA) e,
em seguida, diluido em agua Milli-Q estéril até uma concentracéo final de 10 ng/ul de DNA.

A genotipagem dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 foi realizada utilizando a técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Multiplex (gQPCR) usando o fluoroforo
SYBR® Green I (Sso Advanced ™ Universal Super Mistura Verde SYBR®- Bio-Rad, EUA).
A definicdo dos genotipos nulo e presente foi determinada pela analise das curvas de melting
produzidas ap6s a amplificacdo. A co-amplificacdo da regido RH92600, uma regido
microssatélite localizada em 6q13, foi utilizada como controle enddgeno da reacdo. O
gendtipo nulo é definido pela delecdo completa de ambos os alelos (delecdo homozigdtica), e
a presenca de pelo menos um alelo caracteriza o genétipo presente (PINHEIRO et al., 2013).

O material gendmico foi amplificado usando os primers GSTM1: F- GAA CTC CCT
GAA AAG CTA AAG Ce R-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G (215pb); GSTT1: F-
TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC e R- GGA AAA GGG TAC AGA CTG GGG A
(257pb); RH92600: F- GCA ATT CCG CAT TTA ATT CAT GG e R- AAA CAG GCC
ACG TAA AGC AAC (135pb), descritos anteriormente por Pinheiro et al. (2013).

Protocolos padronizados foram utilizados nas condi¢des de ciclagem e reaces que
continham um volume final de 25 pL. Utilizamos aproximadamente 10 ng de DNA das
amostras previamente quantificadas e diluidas, 0,4 UM de cada primer GSTM1, 0,3 uM de
cada primer GSTT1 e 0,5 uM de cada primer RH92600, 1X do SYBR Green gPCR Master
Mix (Bio-Rad-USA ), com a adicdo de 1,25 mM MgCI2 (PINHEIRO et al., 2013). A analise
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da curva de melting demonstrou os gendtipos presentes de RH92600 a 83 °C, GSTM1 a 87 °C
e GSTT1 a 89 °C (Figura 5). A auséncia de curvas correspondentes a GSTM1 ou GSTT1, ou
ambas, na presenca do controle endégeno (RH92600), confirmou 0s respectivos gendtipos

nulos.
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Figura 5. Curva de melting produzida na qPCR multiplex. Os picos correspondem aos
genotipos presente de RH92600 (83°C), GSTML1 (87°C) e GSTT1 (89°C).

3.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o pacote estatistico SPSS, versdo 23. As
variaveis categoricas foram descritas como frequéncia absoluta (n) e relativa (%), enquanto as
variaveis continuas foram descritas usando média e desvio padrdo. Verificamos a normalidade
dos dados usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os testes qui-quadrado de Pearson (x?) e qui-
quadrado post hoc foram utilizados para avaliar a associacdo entre gendtipos e possiveis
combinagBes genotipicas com o desenvolvimento da ELA (MACDONALD; GARDNER,
2000). O teste do qui-quadrado de Pearson também foi utilizado para avaliar a associagédo de
gendtipos com as variaveis clinicas e sociodemogréaficas dos pacientes afetados pela doenca.

Um nivel de significancia de 5% (p <0,05) foi utilizado em todas as analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao da populagdo de estudo

Os 101 individuos com ELA e 119 sem diagndstico de doencas neurodegenerativas
foram avaliados quanto as principais variaveis demograficas. A média de idade dos grupos
caso e controle foi de 57,3 + 12,8 e 58,0 £ 10,3 anos, respectivamente (Tabela 1). A
ocorréncia da ELA esta aumentando devido ao envelhecimento da popula¢do (WARD et al.,
2014; CHIA; CHIO; TRAYNOR, 2018; NICOLAS et al., 2018), estudos com populagdes
européias relatam o inicio da doenca em individuos com aproximadamente 65 anos (CHIO et
al., 2013; VAN ES et al., 2017). Enquanto, em populacfes geneticamente heterogéneas, como
no Brasil, seu inicio tende a ocorrer aproximadamente 10 anos antes. Essa diferenca explica o
acometimento de individuos cada vez mais jovens no pais, corroborando a media de idade
encontrada em nosso estudo (CHIO et al., 2013; VAN ES et al., 2017).

O grupo caso foi predominantemente composto por homens. As andlises também
mostraram maior frequéncia de consumo de alcool no grupo caso, revelando uma diferenca
significativa entre os grupos caso e controle (p=0,01) (Tabela 1). A associagédo entre consumo
de alcool e o desenvolvimento de ELA € inconsistente. Alguns estudos ndo encontraram essa
associacdo (OKAMOTO et al. 2009; D'OVIDIO et al., 2019), outras pesquisas recentes
sugerem um papel protetor da ingestdo de alcool no desenvolvimento da doenca (HUISMAN
et al., 2015; JI; SUNDQUIST; SUNDQUIST, 2016).

No entanto, alguns estudos também relatam a ingestdo de alcool como fator de risco
para o desenvolvimento da ELA. Tal fato foi relacionado, principalmente, ao metabolismo do
alcool com a consequente producdo de acetaldeido, um subproduto toxico e reativo que
favorece os danos aos tecidos e causa alteragdes no estado redox celular ao gerar EROs
(VOLKOW et al., 2015; HERNANDEZ; LOPEZ-SANCHEZ; RENDON-RAMIREZ, 2016).

Quanto ao tabagismo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos caso e controle
(p=0,28) (Tabela 1). Em relagdo ao uso de cigarros, estudos indicam que o risco de
desenvolver ELA ¢é 1,3 a 1,5 vezes maior para os fumantes, o que torna o tabagismo o Unico
fator de risco estabelecido para a doenca (WANG et al., 2011; CALVO et al., 2016). No
entanto, embora o tabagismo e a exposi¢cdo aos compostos toxicos do cigarro possam

contribuir para o desenvolvimento da ELA por meio de inflamagédo, neurotoxicidade e
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estresse oxidativo (YU et al., 2014), esse estudo néo revelou diferenca significativa entre 0s
grupos analisados.

Tabela 1. Caracterizacdo demogréafica e comparagao dos grupos caso e controle.
Grupos n (%)

Controle Caso Total p
119 (54,1) 101 (45,9)
Idade (Média + DP) 58,0+ 10,3 57,3+12,8 57,7+115  0,64**
Sexo
Feminino 68 (57,1) 45 (44,6) 113 (51,4) 0.08*
Masculino 51 (42,9) 56 (55,4) 107 (48,6) ’
Ingestéo de alcool
Né&o 84 (70,6) 55 (54,5) 139 (63,2) 0.01*
Sim 35 (29,4) 46 (45,5) 81 (36,8) ’
Tabagismo
Né&o 68 (57,1) 65 (64,4) 133 (60,5) 0.08*
Sim 51 (42,9) 36 (35,6) 87 (39,5) ’

* Teste Qui-quadrado de Pearson; ** Teste t de Student.
DP = desvio padréo.

Outras analises demogréficas, clinicas e epidemioldgicas foram realizadas para o grupo
caso. A discriminagdo da variavel etnia revelou maior frequéncia de individuos brancos
(48,5%) e pardos (44,6%). A menor ocorréncia de ELA em individuos negros pode ser
explicada por fatores genéticos que podem atuar como fator de protecdo contra a doenca nesse
grupo étnico. Além disso, estudos confirmam que a ELA é menos frequente nas populacdes
miscigenadas da Ameérica Latina quando comparada as populacdes européias e norte-
americanas (ROBERTS et al., 2016; LOGROSCINO; PICCININNI, 2019; LUNA et al.,
2019).

Assim, o perfil genético de individuos negros e o possivel papel protetor da
miscigenacdo no Brasil podem explicar a menor frequéncia da doenca nessas populacoes.
Entretanto, diferencas no acesso a saude ou no status socioeconémico podem impactar essas
variacdes (RECHTMAN et al., 2015; ROBERTS et al., 2016; LOGROSCINO; PICCININNI,
2019; LUNA et al., 2019).

Servigos gerais (36,6%), domésticos (13,9%) e administrativos (12,9%) foram as
ocupacdes mais citadas pelos pacientes. Quanto a exposi¢do ambiental, 71,3% dos pacientes

com ELA néo relataram nenhum tipo de exposi¢do ambiental, enquanto os 28,7% restantes
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foram expostos em algum momento da vida. A exposi¢gdo a agrotdxicos foi a mais citada
(38,2%), no entanto, o tempo de exposi¢éo nao foi avaliado.

A ocupacdo e a exposicdo a varios produtos quimicos, especialmente compostos
agricolas, como pesticidas, fertilizantes, herbicidas e inseticidas, também sdo considerados
fatores de risco para o desenvolvimento da ELA (YU et al., 2014, EUM et al., 2015;
GUNNARSSON; BODIN, 2018). Na literatura, maior suscetibilidade a ELA tem sido
relacionada apenas a ocupacBes que exigem alto desempenho fisico, bem como aquelas
associadas a exposicdo a metais pesados - principalmente chumbo, produtos quimicos ou
produtos agricolas (GUNNARSSON; BODIN, 2018; BLECHER et al. , 2019).

A relevancia das interacGes gene-ambiente no desenvolvimento da ELA incentiva uma
investigacdo mais aprofundada sobre o papel dos fatores de risco ambientais, especialmente a
exposicdo a produtos toxicos na suscetibilidade a doencas. A escassez de estudos que
considerem a associagdo de varios fatores de risco na patogénese da ELA pode justificar os
resultados conflitantes sobre o potencial papel das toxinas ambientais (TROJSI,
MONSURRO; TEDESCHI, 2013).

Além disso, 53,5% dos pacientes com ELA relataram praticar alguma atividade fisica,
predominantemente caminhada e futebol, sendo consideradas atividades fisicas de baixo
impacto. Como mencionado anteriormente, somente a atividade fisica intensa tem sido
relacionada a patogénese da ELA, além de traumas causados por esportes competitivos de alta
intensidade (BLECHER et al., 2019).

A maioria dos pacientes ndo relatou manifestacdo de doencas antes do diagnostico de
ELA (53,5%), bem como complicagdes (70,3%) ou histérico familiar de doencas
neurodegenerativas (59,4%). Em relacdo a etiologia, ELA esporadica (ELAE) foi
predominante na amostra avaliada (94,1%), enquanto ELA familiar (ELAF) foi diagnosticada
em 5,9% dos individuos.

O grupo ELA relatou maior acometimento de membros inferiores (62,4%), seguidos por
membros superiores (14,9%). De acordo com sinais clinicos iniciais e membros afetados,
72,3% dos pacientes apresentam sintomas classicos. Estudo transversal realizado no estado de
Minas Gerais, sudeste do Brasil, também revelou predominancia da forma classica da doenca
(70,5%), mas os membros inferiores foram menos afetados que os membros superiores
(32,8% e 37,7%, respectivamente) (PRADO et al., 2016). Nossos resultados também revelam
que 23,8% dos pacientes foram diagnosticados com a forma bulbar da doenga, enquanto 3,9%

foram diagnosticados com ELA juvenil.
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Além disso, 75,2% dos pacientes relataram usar o medicamento Riluzol. Durante o
estudo, 10,9% dos pacientes com ELA tiveram desfecho negativo (6bito), o intervalo de
tempo entre diagnostico e obito foi de um a sete anos. A ELA tem uma progressdo rapida,
pois 0 dano ao neurdnio motor se espalha gradualmente. No entanto, relatam-se casos de
morte alguns meses ap6s o diagndstico e em alguns casos a sobrevida hd mais de 20 anos
(ROBBERECHT; PHILIPS, 2013; CALZADA et al., 2016; PRADO et al. 2016; VAN ES et
al., 2017; COATTI; CAVAGCANA; ZATZ, 2019).

4.2. Distribuicdo genotipica e a relacdo das delecbes de GSTM1 e GSTT1 com o

desenvolvimento da ELA e variaveis clinicas e demograficas

As frequéncias dos gendtipos GSTM1-nulo e GSTT1-nulo no grupo caso foram de
41,6% e 12,9%, respectivamente. No grupo controle, as frequéncias foram de 42,9% e 13,4%
para esses respectivos genotipos. Ndo houve diferencas significativas nos gendtipos isolados
entre os grupos analisados (p=0,85 e p=0,90, respectivamente) (Tabela 2). A frequéncia dos
genotipos varia de acordo com a localizagdo geografica e etnia: o gendtipo GSTM1-nulo esta
presente em 47-57% dos caucasianos, 42-54% dos asiaticos e 16-36% dos africanos. O
gendtipo GSTT1-nulo € mais frequente em asiaticos (35-52%) do que em caucasianos (13-
26%) (SAITOU; ISHIDA, 2015; SUTHAR et al., 2018).

Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias genotipicas de GSTM1, GSTT1 e suas possiveis
combinacg6es na analise de risco para o desenvolvimento de ELA.
Grupos n (%)

Controle Caso Total (|(();d|(rj]: RastL:g )
119 (54,1) 101 (45,9) ' '
GSTM1
Nulo 51(42,9)  42(41,6) 93 (42,3) .
Presente 68(571) 50 (584) 127 (577) L0 (0.61-1.80) 085
GSTT1
Nulo 16 (13,4)  13(129) 29 (13,2 .
Presente 103 (86,6) 88 (87.1) 191 (s6g) LO°(048-231) 090
Genotipo
GSTM1/GSTT1
- 5 (4,2) 2 (2,0) 7(3,2)  1,74(0,33-9,16) 0,35**
J+ 46 (38,7) 40(39,6) 86(39,1) 0,99 (0,59-1,67) 0,89**
+- 11(9,2)  11(10,9) 22(10,0) 0,72 (0,30-1,72) 0,68**
+/+ 57 (47.9)  48(475) 105(47,7) 1,06 (0,63-1,76) 0,96%*

* Qui-quadrado de Pearson; ** Qui-quadrado Post hoc
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n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa; IC = intervalo de confianga.

A Tabela 2 também relata a frequéncia das possiveis combinacBes genotipicas
(GSTM1:GSTT1) nos grupos caso e controle. Nenhuma das combinagfes apresentou
resultados significativos para associacdo com a doenca: GSTM1-nulo/GSTT1-nulo (p=0,35),
GSTM1-nulo/GSTT1-presente (p=0,89), GSTM1-presente/GSTT1-nulo (p=0,68) e GSTM1
presente/GSTT1 presente (p=0,96).

Diversos estudos demonstram que genes GST isolados podem ndo contribuir
significativamente para o desenvolvimento de algumas patologias, devido a atividade
compensatdria das varias isoformas dessa superfamilia. Esse fato pode explicar a nao
associacdo entre esses polimorfismos e o desenvolvimento da ELA encontrada em nosso
estudo (FUCIARELLLI et al., 2009; ESLAMI; SAHEBKAR, 2014; MAZZETTI et al., 2015).

Estudos apontam para a relacéo entre as deleces de GSTM1 e GSTT1 e a patogénese
de doencas, como esquizofrenia (PINHEIRO et al., 2017), diabetes mellitus (PINHEIRO et
al., 2013; ZHANG et al., 2013) e nefropatia diabética (DE LIMA et al., 2018). No entanto,
nenhum estudo avaliou a associac¢ao entre os genes GSTM1 e GSTT1 e seus polimorfismos
na patogénese da ELA. Destacando a importancia desse estudo e incentivando novos estudos
para melhor avaliar essa associacdo, pois diferencas étnicas e ambientais sdo relevantes em
doencas complexas e multifatoriais, como a ELA.

A analise dos gen6tipos GSTM1 em relacdo as variaveis clinicas e demograficas dos
pacientes com ELA revelou uma diferenca significativa entre o genétipo presente e as
variaveis tabagismo (p=0,03) e exposicdo ambiental (p=0,02), independentemente do tempo e
tipo de exposicdo (Tabela 3). A diferenca significativa encontrada entre tabagismo e
exposicdo ambiental e o gendtipo GSTM1-presente reflete o maior nimero de gendétipo
presente no grupo caso e, consequentemente, a ndo associacao entre a delecdo de GSTM1 e o

desenvolvimento da ELA encontrada em nosso estudo.
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Tabela 3. Associacdo dos genotipos nulo e presente de GSTM1 ao perfil demografico e

clinico de pacientes com ELA.

GSTM1 n (%)

Nulo Presente P
Sexo
Feminino 22 (52,4) 23 (39,0) 0.18
Masculino 20 (47,6) 36 (61,0) ’
Etnia
Branco 21 (50,0) 28 (47,5)
Negro 2 (4,8) 5(8,5) 0,76
Pardo 19 (45,2) 26 (44,1)
Praticantes de atividade fisica
Né&o 24 (57,1) 23 (39,0) 0.07
Sim 18 (42,9) 36 (61,0) ’
Exposicdo ambiental
Né&o 35 (83,3) 37 (62,7) 0.02
Sim 7 (16,7) 22 (37,3) ’
Ingestéo de alcool
Né&o 27 (64,3) 28 (47,5) 0.09
Sim 15 (35,7) 31 (52,5) ’
Tabagismo
Né&o 32 (76,2) 33 (55,9) 0.03
Sim 10 (23,8) 26 (44,1) ’
Tipo
Esporéadico 38 (90,5) 57 (96,6) 0.19
Familiar 4 (9,5) 2 (3,4) ’
Doenca neurodegenerativa na familia
Né&o 28 (66,7) 32 (54,2) 0.21
Sim 14 (33,3) 27 (45,8) '
Complicacdes
Né&o 30 (71,4) 41 (69,5) 0.83
Sim 12 (28,6) 18 (30,5) ’
Patologias anteriores
Né&o 23 (54,8) 31 (52,5) 0.82
Sim 19 (45,2) 28 (47,5) '
Uso do Riluzol
Né&o 8 (19,0) 17 (28,8) 0.96
Sim 34 (81,0) 42 (71,2) ’

* Qui-quadrado de Pearson; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relative

Em relacdo ao polimorfismo em GSTT1, houve diferenca significativa entre o gendtipo

GSTT1-presente, predominante no grupo caso, e o0 histérico familiar de doengas

neurodegenerativas (p=0,01) (Tabela 4). Tal fato revela que, em nosso estudo, a delecéo de

GSTT1 néo influenciou no desenvolvimento da ELA. Atualmente, estudos que incluem a

familia de pacientes com ELA aumentaram consideravelmente, devido a evidéncia de que os

mecanismos que atuam na suscetibilidade a ELA podem se assemelhar aos de doencas
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neuroldgicas como Parkinson, Alzheimer e Deméncia Frontotemporal (NIEDZIELSKA et al.,

2016; LONGINETTI et al., 2017; ELFAWY; DAS, 2019; RAGAGNIN et al., 2019).

Tabela 4. Associacdo dos genotipos GSTT1 nulo e presente ao perfil demogréafico e clinico de
pacientes com ELA.

GSTTL n (%)

Nulo Presente P
Sexo
Feminino 4 (30,8) 41 (46,6) 0.28
Masculino 9 (69,2) 47 (53,4) ’
Etnia
Branco 5 (38,5) 44 (50,0)
Negro 3(23,1) 4 (4,5) 0,05
Pardo 5 (38,5) 40 (45,5)
Praticantes de atividade fisica
Né&o 6 (46,2) 41 (46,6) 0.97
Sim 7 (53,8) 47 (53,4) ’
Exposicdo ambiental
N4o 8 (61,5) 64 (72,7) 0.40
Sim 5(38,5) 24 (27,3) ’
Ingestdo de alcool
Né&o 4 (30,8) 51 (58,0) 0.07
Sim 9 (69,2) 37 (42,0) ’
Tabagismo
Né&o 9 (69,2) 56 (63,6) 0.69
Sim 4 (30,8) 32 (36,4) ’
Tipo
Esporadico 13 (100,0) 82 (93,2) 0.33
Familiar 0 (0,0) 6 (6,8) ’
Doenca neurodegenerativa na familia
Né&o 12 (92,3) 48 (54,5) 0.01
Sim 1(7,7) 40 (45,5) ’
Complicacdes
Né&o 11 (84,6) 60 (68,2) 0.2
Sim 2 (15,4) 28 (31,8) ’
Patologias anteriores
Né&o 9 (69,2) 45 (51,1) 0.2
Sim 4 (30,8) 43 (48,9) ’
Uso do Riluzol
Né&o 2 (15,4) 23 (26,1) 0.40
Sim 11 (84,6) 65 (73,9) ’

* Qui-quadrado de Pearson; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relative

Além disso, as combinag6es genotipicas (GSTM1:GSTT1) também foram relacionadas
as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes do grupo caso, revelando uma

diferenga significativa entre o gendtipo duplo presente (+/+) e o histérico familiar de doenca
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neurodegenerativa (p=0,02) (Tabela 5). Assim, verificamos uma maior frequéncia do
genotipo duplo presente no grupo caso, evidenciando novamente que as delecdes de GSTM1 e

GSTT1 nao influenciam no desenvolvimento da ELA.

Tabela 5. Associacdo das possiveis combinacdes genotipicas ao perfil demogréafico e clinico
de pacientes com ELA.

Combinag¢bes GSTM1/GSTT1 n (%)

p*
-/- -[+ +/- +/+
Sexo
Feminino 0(0,0) 22 (55,0) 4 (36,4) 19 (39,6) 0.24
Masculino 2 (100,0) 18 (45,0) 7 (63,6) 29 (60,4) ’
Etnia
Branco 0(0,0) 21 (52,5) 5 (45,5) 23 (47,9)
Negro 1 (50,0) 1(2,5) 2(18,2) 3(6,3) 0,13
Pardo 1(50,0) 18 (45,0) 4 (36,4) 22 (45,8)
Praticantes de atividade
fisica
Né&o 1(50,00 23(57,5) 5 (45,5) 18 (37,5) 031
Sim 1(50,0) 17 (42,5) 6 (54,5) 30 (62,5) ’
Exposicdo ambiental
Né&o 1(50,0) 34 (85,0) 7 (63,6) 30 (62,5) 0.10
Sim 1 (50,0) 6 (15,0) 4 (36,4) 18 (37,5) ’
Ingestdo de alcool
Né&o 1(50,0) 26 (65,0) 3(27,3) 25 (52,1) 0.16
Sim 1(50,00 14 (35,0 8 (72,7) 23 (47,9) ’
Tabagismo
Né&o 2 (100,0) 30 (75,0) 7 (63,6) 26 (54,2) 0.15
Sim 0(0,0) 10 (25,0) 4 (36,4) 22 (45,8) ’
Tipo
Esporédico 2 (100,0) 36(90,0) 11(100,0) 46 (95,8) 051
Familiar 0(0,0) 4 (10,0) 0 (0,0) 2(4,2) ’
Doenga neurodegenerativa
na familia
Né&o 2(100,0) 26(65,00 10(90,9) 22 (45,8) 0.02
Sim 0(0,0) 14 (35,0) 1(9,1) 26 (54,2)t ’
Complicacdes
Né&o 1(50,00) 29(72,5) 10(90,9) 31 (64,6) 0.3
Sim 1(50,0) 11 (27,5) 1(9,1) 17 (35,4) ’
Patologias anteriores
Né&o 1(50,00 22 (55,0) 8 (72,7) 23 (47,9) 0.51
Sim 1(50,0) 18 (45,0) 3(27,3) 25 (52,1) ’
Uso do Riluzol
Né&o 0 (0,0) 8 (20,0) 2 (18,2) 15 (31,3) 0.47
Sim 2 (100,0) 32(80,0) 9 (81,8) 33 (68,8) ’

* Qui-quadrado de Pearson; T Qui-quadrado post hoc; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia
relativa.
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Nota-se, portanto, que o processo de detoxificacdo celular € um mecanismo essencial
na protecdo do corpo contra compostos nocivos, como produtos do estresse oxidativo. E
embora o estresse oxidativo desempenhe um papel fundamental na patogénese da ELA, a
atuacdo das GSTs no desenvolvimento da doenca permanece incerta. Alteracdes no estado
oxidativo de pacientes com ELA podem refletir a deficiéncia da enzima SOD, que tem uma
relagdo bem estabelecida com a patogénese da doenga (POLLARI et al., 2014; HAYASHI;
HOMMA,; ICHIJO, 2015).

Pesquisas que busquem a relacdo entre a ELA e mutagdes, polimorfismos ou a
expressdo de outros genes da via de detoxificagdo celular devem ser incentivadas. Esses
estudos fornecerdo informac6es adicionais sobre o papel dos genes atuantes nos mecanismos
antioxidantes e de estresse oxidativo na patogénese da doenca (D'AMICO et al., 2013;
MAZZETTI et al., 2015; KUMAR et al., 2017).

Destaca-se, por fim, a relevancia desse estudo. Analisamos uma amostra significativa de
pacientes brasileiros, uma populagdo na qual existem poucos estudos sobre essa doenca rara.
E, apesar dos resultados demonstrarem a ndo associacdo da delecdo de GSTM1 e GSTT1 com
o0 desenvolvimento da ELA, sdo estudos como esse que fornecem informacGes valiosas sobre

genes possivelmente implicados no desenvolvimento da ELA.
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir por meio das analises realizadas nesse estudo que:

e Houve diferenca significativa entre os grupos caso e controle para a variavel ingestao
de alcool, evidenciando um maior nimero de individuos consumidores de bebidas alcoodlicas
no grupo caso.

eN&o se observou diferenca estatistica entre 0s grupos caso e controle para o
polimorfismo de delegdo em GSTM1 ou GSTT1, isoladamente.

eN&o se observou diferencas significativas entre 0s grupos caso e controle e as
possiveis combinacGes genotipicas.

¢ N&o se constatou a associacdo entre os polimorfismos de delecdo de GSTM1 e GSTT1
com a suscetibilidade ao desenvolvimento da ELA.
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tardio para o paricipante. Poder&o ocorrer hematomas locais a pos a coleta de sangue. Além disso, ha o
risco de infecg@o no processo de pungdo de venosa. Porém, todo material perfuro cortante a ser utilizade no
projeto sera descartavel, por conseguinte sem nenhum risco de transmissibilidade de doengas infecto-
contagiosa. Outro risco & a perca de sigilo e confidencialidade, mas com a finalidade de minimizar este risco
os pesquisadores irdo tratar a identidade dos participantes com padries profissionais de sigilo e as
informacgdes colhidas serdo utilizadas somente para fins cientificos. Os resultados da pesqguisa serdo
entregues para os participantes e permanecerio confidenciais”™.

Beneficios:

Os participantes desta pesguiza ndo terdo nenhum beneficio direto. Entretanto, espera-ze que este estudo
traga informagdes importantes sobre 4s complicagdes do Esclerose Lateral Amiotréfica, de forma que o
conhecimento que sera construido & partir desta pesguisa possa auxiliar no diagnostico precoce de outros

pacientes.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Justificativa da Emenda:

“Eu, Prof. Dr. Rodrigo da Silva Santos (Lider do Grupo de Pesguiza em Patologia Molecular - CHNPq/UFG),
solicito ao CEP/UFG, a prorrogagdo do pericdo de execugdo do projeto de pesquiza em questio, intitulade:
“Avaliagdo clinica e molecular de pacientes portadores de Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) atendidos
pelo Sistema Unico de Salde (5US) em Centros Médicos Geoianos Especializados™. O projeto estava
previsto para ser finalizade em 30/01/2019, porém néo foi possivel em fungdo de alguns fatores, séo eles:
(I)Por se fratar de uma doenga rara, encontramos dificuldades em completar o "n" de 100 pacientes
prometido no protocolo e atualmente exigido para publicag@o em revistas internacionais de impacto. Além
disso, com um namero maior de pacientes,

poderemos elaborar conclusdes mais consistentes e reais, a partir dos resultados obtidos com abordagens
moleculares. Finalizaremos as coletas nos proximos dois meses, porém ocoimera um atraso nas analises
geneticas.

(llj&= primeiras analises genéticas revelaram aspectos positivos e cientificamente interessantes, gue até

entdo eram desconhecidos na literatura da érea do estudo, & gue nos instigou a realizar
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novas abordagens antes das publicagdes dos dados, e que portanto, ira nos fazer gastar maiz tempo, do

gue o planejado inicialmente.

(lll) O projeto de pesquisa tomou uma proporgdo muito maior que o esperado, e hoje € objeto de
investigagdo de varias dissertagdes e teses do meu grupo de pesquisa, & assim necessitaremos de um
praze maior para a conclusdo dos objetives propostos inicialmente e publicagdo de todos os dados em
revistas de impacte internacional. Em fungdo do exposto, solicito a prorrogagdo desse protocolo para
30/M12/2024. Um novo cronograma adaptado foi anexado aos documentos da plataforma.”

Consideragdes sobre oz Termos de apresentacio obrigatéria:

- Amuivo da Informagfes Basicas com as devidas justificativas da solicitagSo da emenda.

- Cronograma atualizado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Apds andlise dos documentos postados somos favoraveis & aprovagio da presente EMENDA que solicita
extensdo do cronograma para 30 de dezembro de 2024.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera a presente EMENDA APROVADA.
Reiteramos a importdncia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o pesguisador responsavel
devera encaminhar ao CEP-UFG o Relatdrio Final baseado na conclusdo do estudo & na incidéncia de
publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Resolugo CNS n. 466/12. O prazo para
entrega do Relatorio & de até 30 dias apds o encerramento da pesguisa.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_134466| 27/04/2019 Aceito
do Projeto 3_E1.pdf 21:35:12
Qutros Cronograma_da_Pesquisa_NOYVO_2019 27/04/2019 | Rodrigo da Silva Aceito

pdf 21:03:50 Santos
Projeto Detalhado / | Projeto_completo_ELA pdf 11/01/2018 | Rodrigo da Silva Aceito
Brochura 17:58:25 | Santos
Investigador
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TCLE ! Termos de | TCLE_ELA_ pdf 11/01/2018 | Rodrigo da Silva Aceito

Aszentimenta / 17:57:52 Santos

Justificativa de

Auszéncia

Cutros Termo_de_Responsabilidade_Comprom| 11/01/2018 |Rodrigo da Silva Aceito

isgo.pdf 175718 [ Santos
Cutros Carta_de_Encaminhamento_Pendencia | 11/01/2018 | Rodrige da Silva Aceito
5. pdf 17:55:43 | Santos

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 281072017 | Rodrigo da Silva Aceito
19:22:11 Santos

Cutros Declaracao_de_coleta_de_dados. pdf 281072017 | Rodrigo da Silva Aceito
19:21:43 | Santos

Qutros Questionario_ELA pdf 20/M10#2017 | Rodrigo da Silva Aceito
19:06:35 | Santos

Outros Termo_de_anuencia.pdf 20102017 | Rodrigo da Silva Aceito
19:04:10 | Santos

Declaragio de Termo_de compromisso.pdf 20/M10:2017 | Rodrigo da Silva Aceito

Pesquisadores 19:02:56 [ Santos

Cronograma Cronograma_da_Pesquisa pdf 20/M10:2017 | Rodrigo da Silva Aceito
19:01:47 | Santos

Sitwagdo do Parecer:

Aprovado
Mecessita Apreciagio da COMEP:
Mao
GOIANLA, 20 de Maio de 2019
Assinado por:
Geisa Mozzer
(Coordenador(a))
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Anexo 2. Pagina de submissdo do Manuscrito ao peridédico Molecular and Cellular
Neuroscience (ISSN: 1044-7431). Submetido em: 17/02/2020.

Manuscript Details

Manuscript number YMCNE_2020_43

Title Mo association between GSTM1 and GSTT1 deletion polymorphisms and
Amyotrophic Lateral Sclerosis: a genetic study in Brazilian patients

Article type Research Paper

Abstract

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease that affects motor neurons, leading to progressive
muscle atrophy. Studies have suggested that genetic factors and oxidative stress are involved in neurodegeneration.
The GSTM1 and GSTT1 genes of the glutathione S-transferases superfamily (GSTs) act on the detoxification process
of xenobiotics and oxidative stress products. Their complete deletion polymorphisms are detrimental to this protection
mechanism. This case-control study evaluated the association of these polymorphisms with the risk of developing
ALS. We genotyped 101 case-patients and 119 controls with multiplex real-time PCR (gPCR) and collected clinical
and demographic data from medical records and questionnaires. Our findings demonstrated that alcohol consumption
was predominant in ALS patients and was significantly associated with the development of the disease (p=0.01).
However, we found no association between ALS risk and GSTM1 (p=0.85) and GSTT1 (p=0.90) polymorphisms, even
when we combined both genotypes. Further studies may clarify the relationship between the GSTM1 and GSTT1
polymorphisms and the development of ALS as well as provide insights on the pathogenesis of the disease.

Keywords Amyotrophic Lateral Sclerosis; Motor Neuron Disease; Oxidative stress;
Glutathione S-transferase; Polymorphism.

Corresponding Author Angela Adamski

Order of Authors Kamilla de Faria Santos, Romulo Morais Azevedo, Dhiogo da Cruz Pereira
Bento, Rodrigo da Silva Santos, Angela Adamski

Submission Files Included in this PDF

File Name [File Type]
Cover letter Santos et al 2020_1.pdf [Cover Letter]

Highlights- Article Santos et al. 2020.docx [Highlights]
Abstract Santos et al 2020_1.docx [Abstract]
Article Santos et al 2020-1.docx [Manuscript File]

To view all the submission files, including those not included in the PDF, click on the manuscript title on your EVISE
Homepage, then click 'Download zip file'.
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Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenga

neurodegenerativa progressiva, rara e fatal, que leva a

atrofiados musculos comprometendo a capacidade funcional

e motora dos acometidos. A doenca ganhou destaque apés o

diagnéstico do famoso fisico Stephen Hawking, ja falecido,

que foi acometido pela sindrome. A sindrome também

ficou conhecida por meio das redes sociais com o chamado

“Desafio do Balde de Gelo” que visava o financiamento de

pesquisas genéticas sobre a doenca. Diversos estudos estao

X sendo realizados, buscando relacionar alteracoes genéticas a
“Pfoganese: § o modo patogénese da ELA. Virios genes, como SOD1, COORF72,

: offmecenismo pelo avalse £ T VAPB, FUS e NEK1 j4 foram identificados e relacionados

griginam as doengas.

O estudo dos mecanismos | L com tal esclerose. O foco desse artigo é o gene NEK1 e sua

celulares, bioguimicos e

tecduals associados 3 doenéef s - possivel associacao com o desenvolvimento da ELA, pois é

€ que deve ser aescrito 7 3 3 = 5

como sendo a patologiaf um dOS genes mais recentemente deSCl‘ltOS como assoc1ados
G a doenga e um elemento-chave nas primeiras vias de

reparagio de danos no DNA.
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UM GENE

ESCLEROSE LATERAL
AMIOTROFICA

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA),
também conhecida como “Doenga de Lou
Gehrig” ou “Doenga de Charcot’, é consi-
derada o tipo mais frequente de doenga do

neurdnio motor. Esse tipo de enfermidade

Hawking foi diagnosticado com ELA aos 21
anos, apresentando, provavelmente, a forma
esporddica e juvenil da doenga e nunca foi
divulgado publicamente qual seria o gene

Neurdnio motor - Célula

causa lesdes que comprometem as células do
cérebro e da medula espinhal, responsaveis
por enviar impulsos elétricos (“mensagens”)
para os musculos de contragio voluntdria.
Quando esse grupo de células é acometido
e se degenera, como acontece na ELA, o in-
dividuo sofre uma paralisia muscular pro-
gressiva, que compromete sua capacidade
funcional e motora. Trata-se de uma doenca
silenciosa e de ripido avanco e acredita-se
que, quando surgem os primeiros sintomas,
mais de 80% dos neurdnios ji tenham sido
afetados.

Cerca de 90% dos casos de ELA sio clas-
sificados como esporadicos (ELAS), que
ocorrem isolados na familia e sem uma causa
definida, e 10% representam casos em que
hd recorréncia familiar da doenga. Quando
hereditaria, é denominada ELAF. A so-

brevida média dos pacientes com ELA é de
aproximadamente 3 a 5 anos apds o inicio
dos sintomas, que surgem geralmente apds
os 57 anos, apesar de se observar que 4 a
6% dos pacientes portadores da doenga tém
idade inferior a 40 anos. Portanto, a ELA ¢é
uma doenga progressiva com alto indice de
mortalidade, devido a falta de conhecimento
sobre sua etiologia e diagndstico precoce

associado ao seu caso. No entanto, superou
notavelmente a expectativa de vida prevista
para a doenga. O filme “A Teoria de Tudo”
(The Theory of Everything) langado em ja-
neiro de 2015, conta a histéria do cientista,
refor¢a o seu reconhecimento mundial, assim
como divulga a doenga, retratando a vida dos
pacientes. O filme destaca que, mesmo com
dificuldades, o afetado pela sindrome pode
continuar a desenvolver trabalho intelectual.

Diversos fatores estio sendo associados a
patogénese da ELA, levando a crer em uma
etiologia complexa e multifatorial da doenga,
sdo eles: transporte axonal ineficiente, ex-
citotoxicidade pelo glutamato, alteragio

mitocondrial, estresse oxidativo, exposi¢io
a xenobiéticos, mutagdes genéticas, entre

outros. O estudo desses fendmenos bioldgi-

cos permite relacionar o desenvolvimento da
ELA a fatores ambientais e genéticos.

Pesquisas genéticas e moleculares foram rea-
lizadas, principalmente a partir dos anos 90,
para identificar possiveis genes associados
a patogénese da ELA. Em 1993, cientistas
com o apoio do Instituto Nacional de Dis-
tirbios Neurol6gicos e Derrame (NINDS)

especializada do sistema
nervoso, responsavel por
transmitir impulsos elétricos
do Sistema Nervoso Central
para desencadear a atividade
muscular, entre outros
processos.

Excitotoxicidade - Processo
patoldgico por meio do

qual ocorre a morte ou o

dano as células nervosas por
estimulagao excessiva por
neurotransmissores, como o
glutamato.

Xenobiéticos - Sao
compostos quimicos exégenos
estranhos ao organismo
humano.

Mutacdes - Processo que
provoca alteragdes na sequéncia
de nucleotideos do DNA.

Hereditariedade -

bem como de tratamento efetivo.

Os principais sintomas relatados sio fraque-
za e tremores musculares, perda da fala e da
capacidade de deglutir, além da insuficiéncia
respiratdria, sendo essa a principal causa de
morte pela doenga. Em sua maioria, os indi-
viduos afetados pela doenga nao perdem as
fungdes cognitivas e sensoriais, visto que os
neurdnios responsiveis por essas capacida-
des nio sio afetados.

A histéria do brilhante fisico e cientista Ste-
phen Hawking, cuja obra estd relacionada ao
estudo da teoria da relatividade, confirma a
integridade dos neurédnios reguladores das
fungdes cognitivas em portadores da doenga.

relacionaram a mutagio no gene SODI com
casos de ELAF, em uma porcentagem de
12-20% dos casos. O SOD1 codifica a enzi-
ma superéxido dismutase, participante dos
processos de detoxificagio celular, atuando
principalmente na transformagio do fon su-
perdxido em dgua + perdxido de hidrogénio.

transmissao entre as geragoes
de caracteristicas genéticas de
uma espécie.

Etiologia - causas e origens

A partir dessas pesquisas, dezenas de mu-
tagoes foram identificadas, em virios genes
diferentes, que foram relacionadas 4 doenga,
cada uma contribuindo para o conhecimento
sobre possiveis mecanismos fisiopatoldgicos
da ELA. Em 2004, um grupo de geneticistas
brasileiros, pioneiros no estudo da ELA no
pais, liderado pela Dra. Mayana Zatz, coor-
denadora do Centro de Estudos do Genoma
Humano e de Células-Tronco (CEGH-CEL)
da Universidade de Sio Paulo (USP), asso-
ciaram mutagdes no gene VAPB ao desen-
volvimento da doenga. Esse gene codifica a
proteina VAPB (Vesicle-associated membrane

de um determinado fenémeno.
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NIMA - do inglés never in

mitosis gene a (Nunca em
mitose). Gene que codifica
uma quinase que controla o
inicio da mitose no momento
da verificagdo dos danos ao
DNA, que ocorre na passagem
da fase G2 para a mitose. A
proteina quinase, codificada
pelo gene mutado, possui
uma substituicdo de serina
por treonina, o que acarreta
na parada do ciclo celular,
nao permitindo que as células
entrem em mitose.

protein-associated protein B/C), assim denomi-
nada pela sua ligagio a uma proteina encontra-
da na membrana de vesiculas secretoras.

Em 2011, outra descoberta significativa foi
realizada, por pesquisadores que encontra-
ram um defeito no gene COORF72, atuante
no processamento de RNA, em pacientes
portadores de ELA e de deméncia fronto
temporal (DFT), fornecendo evidéncias de
um possivel mecanismo de origem seme-
lhante entre os dois disttrbios. Os defeitos
no gene C9ORF72 foram relacionados a 25-
40% dos casos de ELAF e a uma pequena
fracio dos casos de ELAS.

Inicialmente, os estudos concentraram-se
no estudo das mutagoes do gene SODI,
tornando-se este o gene mais extensivamen-
te investigado, porém, os estudos tém avan-
cado na pesquisa de mutacoes nos genes
VAPB, C9ORF72, TARDP, FUS, PFNI,
TUBA4A, UBQLN2, KIFSA, NEK1, den-
tre outros. Em 2014, os pesquisadores do
Projeto MinE, financiado pela Amyotrophic
Lateral Sclerosis Association (ALS Associa-
tion), sequenciaram o genoma de mais de
15 mil pacientes com ELA e publicaram em
2016 um estudo associando o gene NEK1 a
patogénese da doenga.

Em 2018, o mesmo grupo identificou um
novo gene possivelmente relacionado com o

desenvolvimento da ELA, o KIF5A. A atua-
¢do do KIFSA ocorre dentro dos neurdnios,
como parte de um complexo, realizando o
transporte de proteinas e organelas intrace-
lulares, incluindo as mitocondrias. A muta-
¢do neste gene faz com que a proteina KI-
F5A seja incompleta, o que causa a falha no
mecanismo de transporte. Assim, as pesqui-
sas sugerem uma possivel relagio da doenca
com diversos defeitos celulares, a depender
de mutagdes genéticas, com a morte do neu-
ronio motor, incluindo o processamento de
RNA, a reciclagem de proteinas, alteragoes
estruturais nos neurdnios motores, bem
como processos inflamatérios e lesdes no
DNA. Destaca-se assim, a relevincia de es-
tudos genéticos e moleculares que buscam
biomarcadores de susceptibilidade a ELA e
visam contribuir para a melhora do diagnés-
tico e do desenvolvimento de possiveis tera-
pias personalizadas e de precisio.

NOVAS DESCOBERTAS:
GENE NEKT E SUA POSSIVEL
ASSOCIACAO COM A ELA

A relevincia da ELA motivou uma campa-
nha que ficou conhecida como o “Desafio do
balde de gelo” (Ice Bucket Challenge), difun-
dida pelas principais redes sociais, nas quais
vérias personalidades eram desafiadas a jogar
um balde de 4gua gelada sobre a cabega. Essa
campanha conscientizava as pessoas sobre a
doenga e pedia doagdes a ALS Association,
uma associagio norte-americana que finan-
cia estudos sobre ELA e representa pessoas
com esta e com outros tipos de doengas neu-
romotoras degenerativas.

A campanha arrecadou dinheiro suficiente
para ajudar a financiar uma nova e grande
pesquisa anteriormente mencionada, o Pro-
jeto MinE. Tal projeto foi desenvolvido por
mais de 80 pesquisadores em 11 paises e se-
quenciou o genoma de mais de 15 mil pes-
soas com ELA em outubro de 2014, identi-
ficando mais um gene relacionado a doenga,
o NEKI1. O resultado da pesquisa foi publi-
cado pela revista Nature Genetics em 2016.

O gene NEK1 (never in mitosis gene A-rela-
ted kinase 1), gene A da quinase 1 relaciona-
da ao NIMA, localizado no brago longo do

Sociedade Brasileira de Genética
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Mitose - é o processo de

divisao celular pelo qual

uma célula eucarionte da
origem a duas células-filhas
cromossdmica e geneticamente
idénticas, em sequéncia
ordenada de etapas.
Ciliogénese - Formacdo de
cilios e flagelos.

celular, mitose, ciliogénese, permeabilidade da membrana

cromossomo 4 (4q33) nos seres humanos, contem 38 éxons e _ Cromossomos - Cada um
219,35 kb (Figura 1). Representa um dos 11 membros da fa- | dos cromossomos é formado
o : : ani é

milia de NIMA-quinases altamente conservadas, e que codi- | POTumaunicae longa mobSeula
& P T s 5 incoes de 123 2 1286 de DNA que contem varios

cam proteinas multifuncionais com variagoes de a GENes; s CrommOssomos S0
aminodcidos, envolvidas na regulagio e progressio do ciclo | os responsaveis por carregar
a informagao genética que
mitoconderial e no reparo a0 dano na dupla fita de DNA. Con- | 2 élulas e os organismos

e, s ni p——— necessitam para seu

sequentemente, células que nio possue: A0 CONSE" | oo diverter dsenvolvinento s
guem reparar DNA, levando a quebras nos cromossomos e | reproducio.

a instabilidade no genoma.

Genoma - é a sequéncia

Nicleo da célula

de nucleotideos de DNA
correspondente a um lote
haploide de cromossomos de
um organismo.

e

{ owossowol)

Figura 1.

Representagdo esquematica
da posicao do gene NEKT,
localizado no brago longo do
cromossomo 4 humano, regido
3, banda 3.

K-
w
w

Quinases - termo que se

refere a todas as enzimas que
realizam a transferéncia do
grupamento fosfato de um
substrato doador, em geral ATP
(adenosina trifosfato), para

um substrato receptor, como
pequenas moléculas, lipideos
ou proteinas. Essa transferéncia
é fundamental em muitos
aspectos do metabolismo,

da regulagdo génica e da
transmissao de sinais na célula.

Fenétipo - E o conjunto de
caracteristicas do individuo
resultante da interacao
do genétipo com o meio
ambiente.
Genétipo - (conjunto de
genes recebidos do pai e da
mae).

Estudos mostram que a mutagio ou o silenciamento do gene

NEK1 induzem a defeitos no fuso mitdtico, segregacio  Fuso mitético - £ uma

anormal dos cromossomos, parada da mitose e apoptose estrutura das células eucariotas

celular. Além disso, os danos causados a0 DNA podem se | Que orientaa correta divisao
dos cromossomos no processo

acumular e causar morte celular neuronal. Em suma, prote- | "= -

inas quinases, como as NEKSs, sio guardias da integridade

gendmica. Apoptose - E uma forma de

Mutagdes em genes relacionados ao reparo de DNA causam MOt e

fenatipos neurolégicos de inicio precoce e evidéncias suge-
rem que o reparo ineficiente do DNA pode favorecer a neu-
rodegeneracao tardia e o envelhecimento cerebral em geral.
Dessa forma, foram observados altos niveis de danos oxidati-
vos e quebras no DNA em casos de ELA, doenga de Alzhei-
mer e doenga de Parkinson.

Neurodegeneragao - Perda
progressiva da estrutura ou
funcionamento dos neurdnios,
incluindo a morte dessas
células.

As mutagoes relacionadas a ELA ocorrem em diversos genes,
principalmente os envolvidos na manutengio da estabilida-
de do genoma e nos mecanismos de reparo do DNA. Como
exemplo, temos mutagoes em genes como FUS e COORF72,ji
associados 3 ELA e que causam danos aumentados no DNA,
sendo o tltimo o mais frequentemente associado 4 doenga.
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Portanto, nota-se a relagio da mutagio de
perda de fungio em NEKI com a suscepti-
bilidade a ELA, sendo tal gene um elemen-
to-chave nas primeiras vias de reparagio
de danos no DNA, bem como na alteragio
da via de reparo ji ter sido associada com a
fatal neurodegeneracio. Adicionalmente,
o gene NEKI demonstrou interagir com
outras proteinas de importincia potencial,
incluindo algumas previamente associadas
a ELA, como a ALS2 e VAPB. No reparo
do dano a0 DNA, mostrou interagir com o
gene C210RF2, também relacionado recen-
temente ao risco de tal esclerose.

Assim, pesquisas que buscam biomarcadores
para a susceptibilidade 3 ELA tém sido im-
pulsionadas pela crescente compreensio dos
mecanismos moleculares subjacentes a doen-
¢a e espera-se um avanco na identificagio de
genes associados a tal patogénese. Contudo,
sdo necessdrias mais investigagoes para um
melhor entendimento sobre os defeitos mo-
leculares que levam precisamente a degene-
ragio dos neurdnios motores.

AFINAL, O QUE SE SABE?

A esclerose lateral amiotréfica (ELA) é uma
doenga neuroldgica progressiva, caracteriza-
da pela ripida degeneragio dos neurdnios
motores, responsaveis pelo movimento vo-
luntdrio. A com compreensio, ainda limita-
da sobre sua etiologia, dificulta a defini¢io
de tratamentos efetivos e que tenham tido
sua eficdcia confirmada, fazendo com que os
pesquisadores vejam entdo, com os estudos
genéticos, uma promissora e potencialmente
benéfica contribuigio para a busca de uma
terapéutica personalizada e mais eficaz.

Diversos genes foram associados 4 ELA,
como SODI, FUS, VAPB, C90RF72, dentre
outros, porém o presente trabalho destacou
o papel do gene NEK1, recentemente asso-
ciado 4 doenga, que codifica uma proteina
quinase envolvida na regulagio do ciclo celu-
lar e no reparo ao dano no DNA. O produto
do gene NEK1 é um elemento-chave nas pri-
meiras vias de reparagio de danos no DNA,
e a alteracio dessa via ji foi relacionada com
a neurodegeneracio. Esses fatos explicam
como a mutagio nesse gene pode ser associa-
da ao desenvolvimento da ELA.

Sendo assim, destaca-se a importincia e re-
levancia de estudos gendmicos que buscam
identificar possiveis genes associados 2 ELA,
pois eles podem contribuir para a melhoria
e para o desenvolvimento de terapias, bem
como para a precisio do diagndstico e para
a compreensio dos mecanismos complexos
relacionados a essa doenga.
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RESUMO

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca neurode-
generativa, de cardter progressivo e fatal, e é caracterizada pela perda
de neurdénios motores na medula espinhal, no tronco encefilico e no
cortex motor primdrio. Aproximadamente 90% dos casos de ELA sdo
classificados como esporidicos (ELAS) e o restante apresenta padrio de
heranga autoss6mica dominante, sendo considerado de origem familiar
(ELAF). E a terceira doenga neurodegenerativa mais comum no mundo
ocidental e, até 0 momento, ndo ha tratamento e nem terapia que seja
eficaz para impedir o seu avango. A falta de tratamentos eficazes forne-
ce subsidio para a pesquisa genética e molecular sobre os mecanismos
subjacentes da ELA, para analisar o processo da doenga a nivel celular.
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Somente em 2014, 22 genes foram envolvidos na patogénese da ELA,
e mutagdes nesses genes representam cerca de dois tergos dos casos de
ELAF e aproximadamente 10% dos casos de ELAS. Além disso, com o
intuito de encontrar um tratamento efetivo para a ELA, vérias pesqui-
sas com células-tronco vém sendo realizadas, devido ao seu potencial
de diferenciagio em diversos tipos celulares. Dessa forma, o enfoque
desta revisio é abordar os conhecimentos referentes 4 ELA, trazer uma
abordagem neurogenética da ELA, apresentando os principais genes
ja relacionados a patologia, bem como realizar um levantamento dos
principais estudos que avaliaram o uso das células-tronco (CT) como
tratamento da doenca.

Palavras-chave: ELA. Inovacio terapéutica. Transplante de CT.

INTRODUGAO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) € o tipo mais frequente de
doenga do neurénio motor, tendo caréter progressivo e fatal. Dois tipos
de neurbnios motores sio afetados na ELA: o neurénio motor superior
(NMS), também chamado de primeiro neurbnio por estar localizado na
area motora do cérebro e o neurénio motor inferior (NMI) ou segundo
neurdnio, que estd localizado no tronco cerebral e na porcao anterior
da medula espinhal. E caracterizada pela perda de neurénios motores
na medula espinhal, no tronco encefdlico e no cértex motor primario.
Acredita-se que, no minimo, 80% dos neurénios motores ja tenham
sido afetados quando surgem os primeiros sintomas.""

Aproximadamente 90% dos casos de ELA sdo classificados como
esporadicos (ELAS) e o restante apresenta padrédo de heranga autosso-
mica dominante, sendo considerado de origem familiar (ELAF). Na
manifestacdo familiar, ha 50% de chance de cada descendente her-
dar a mutagio no gene e desenvolver a doenga. A ELA ¢ a terceira
doenca neurodegenerativa mais comum no mundo ocidental” e até o
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momento, nao ha tratamento e nem terapia que seja eficaz para impe-
dir o seu avango.”

De acordo com os sinais e sintomas apresentados pelo paciente,
a caracterizagido da forma da doenga possibilita que o diagnéstico cli-
nico seja mais preciso. A maioria dos casos sio considerados de forma
classica quando apresentam como sintomas iniciais: fraqueza muscu-
lar distal ou proximal (menos frequente) em membros superiores e in-
feriores, fasciculagdes e atrofia. Quando o acometimento do neurénio
motor ¢ iniciado no tronco encefilico, a forma da ELA ¢ chamada de
bulbar e apresenta manifestagdes sintomdticas como disartria, disfagia
e disfonia.”

A perda dos neurénios pela doenga, leva a atrofia muscular, fra-
queza, fasciculagdes, espasticidade e insuficiéncia respiratéria.” Com a
progressio da doenga, os pacientes podem desenvolver sintomas como
“espasmos flexores” ou clonus (movimentos involuntarios provocados
pela ativagio do arco reflexo em um membro espdstico), contraturas e
rigidez muscular, seguido de deformidades articulares. A insuficiéncia
respiratoria ou hipoventilagio pulmonar € a principal causa de morte,
em aproximadamente dois a trés anos ap6s o inicio dos sintomas, surge
inicialmente durante o sono apresentando dispnéia, ortopnéia, sono-
léncia excessiva durante o dia, concentragio reduzida, dores de cabeca,
irritabilidade e altera¢do do humor.”

A incidéncia da ELA varia entre regides geograficas, havendo dis-
crepancia entre populagdes. Na década de 1990, foi relatado na América
do Norte e na Europa cerca de 1,5 a 2,7 casos a cada 100 mil habitantes/
ano.”® Na Ilha de Guam, Nova Guiné ocidental e na Peninsula de Kii
no Japio, onde existe a maior incidéncia registrada até o momento, a in-
cidéncia € de 3,9/100 mil habitantes.” Enquanto, no Brasil, a incidéncia
em 2009 era de 1,5 casos/100.000 habitantes, apresentando um total de
2.500 novos casos por ano."®

A prevaléncia é de aproximadamente 2,4 a 7,4 casos por 100 mil
habitantes nos paises ocidentais. A taxa de mortalidade mundial, em
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decorréncia da ELA, ainda nio estd definida. E a média de idade de
acometimento pela doenga, no Brasil, é de aproximadamente 54 anos,
esse numero ¢ baixo quando comparado a média de idade de paises eu-
ropeus e da Ameérica do Norte, que varia de 55 a 75 anos.® A ELA ge-
ralmente é€ fatal, levando o individuo acometido 4 morte em 2 a 3 anos
apos o inicio dos sintomas. Estudos descrevem que existe predominio
do sexo masculino, com uma razio M:F de 1,5:1, embora dados mais re-
centes demonstrem que essa razao possa estar proxima da igualdade.™

Abordagem Neurogenética

Os avangos significativos feitos em tecnologias genémicas nos ul-
timos anos e o crescimento explosivo no uso de estudos de expressao
génica em todo o genoma para analisar informagdes moleculares de
pacientes transformaram o campo da medicina de precisio. Esses avan-
¢os por tras do perfil genético e molecular em larga escala permitiram
que centenas ou milhares de genes, seus transcritos e correspondentes
proteinas, fossem analisados. Certamente, tais estudos integrativos das
variagoes genéticas individuais, resultario em avangos na precisio de
diagnésticos, contribuindo ainda para a determinagio de processos te-
rapéuticos, bem como em uma maior compreensio dos mecanismos
patogénicos responsaveis pelas manifestagoes clinicas em doengas com-
plexas, como a ELA.®%

A heterogeneidade genética implicita na ELA, que estd ligada a
um subconjunto de genes, os leva a fendtipos parecidos com os feno-
tipos encontrados em doengas neuromusculares (DNM).®1!2 Pesqui-
sadores de todo o mundo buscam identificar genes mendelianos que
sofrem mutagdes e desenvolvem a doenga. Somente em 2014, 22 genes
foram envolvidos na patogénese da ELA, e mutagdes nesses genes repre-
sentam cerca de dois ter¢os dos casos de ELAF e aproximadamente 10%
dos casos de ELAS.®?

Devido a falta de testes para diagndstico definitivo da ELA, a con-
firmagao do diagnostico € baseada em achados clinicos, resultados de
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eletroneuromiografia e exclusao de outras patologias, o mesmo vale para
genotipos, uma vez que nio existem biomarcadores disponiveis
para identifica-los. Para que o diagnéstico seja mais preciso, € neces-
sario determinar os critérios que diferenciam a ELA de outros trans-
tornos, e para facilitar esse diagnostico e possiveis inferéncias sobre a
patogenicidade da doenga, a triagem genética esta cada vez mais aces-
sivel e comum na prética clinica.”™ Os principais estudos genéticos, até
o momento, destacam as mutagdes nos genes SODI1, TARDEBE FUS e
C9orf72 e seu envolvimento na ELA familiar e esporadica.

Em 1993, mutagées no gene SODI foram as primeiras a serem
identificadas como causa da ELAF. Mutagdes dominantes nesse gene re-
presentam cerca de 20% das formas familiares da doenga e aproximada-
mente 2% de todos os casos. O gene SODI codifica uma metaloenzima
que converte dnions superoxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio,
devastador para a defesa antioxidante celular. Embora o mecanismo por
tras da expressdao de SODI mutante nao seja completamente compreen-
dida, animais transgénicos que expressam formas mutantes do gene
desenvolvem uma doenga neurodegenerativa progressiva que emula as
caracteristicas da ELA."” Reduzindo a expressio da proteina SOD1 mu-
tante na medula espinhal, usando oligonucleotideos antisense (ASOs)
1% ou RNA de interferéncia (RNAi)"7", foi-se possivel retardar o inicio
da doenga e ter um efeito positivo na sobrevida de animais testados. No
entanto, os ASOs ndo conseguiram reduzir a proteina mutante em pa-
cientes com ELA, e tanto ASOs como RNAi nio tiveram sua eficicia
terapéutica confirmada.®

O gene TARDBP, também conhecido como TDP-43, codifica a
proteina TAR de liga¢io ao DNA de 43-kDa, trata-se de uma protei-
na ubiquitinada de inclusio sistélica patolégica da ELAS e ELA-De-
meéncia frontotemporal (DFT). O TDP-43, é uma ribonucleoproteina
heterogénea (hnRNP), predominantemente nuclear, que € lancada
no citoplasma onde é clivada e hiperfosforilada nos axénios durante
o estresse celular. Mais de 40 mutagoes foram identificadas no gene
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TDP-43, e essas mutagdes representam 5% dos casos de ELAE Mu-
tagoes nesse gene também foram encontradas em outras doengas do
SNC, incluindo traumatismo craniano, acidente vascular cerebral e
doenca de Parkinson. ®

O gene FUS, também conhecido como TLS, compartilha ca-
racteristicas estruturais e funcionais com o gene TDP-43. A proteina
FUS/TSL possui 75-kDa e, tal como TDP-43, é predominantemente
nuclear e, em casos de ELA € encontrada erroneamente, dentro do
citoplasma.”’® A proteina FUS é multifuncional e essencial para varios
processos celulares, incluindo estabilidade gen6mica, metabolismo de
RNA e resposta ao estresse. Desde a associa¢do do FUS com a ELA
em 2009, houve um aumento consideravel no niimero de pesquisas
relativas 4 funcio normal do FUS, ainda nio estd claro se as mutagoes
relacionadas 4 ELA provocam perda da fungdo normal da proteina
ou se induzem a proteina a um ganho de fungédo téxica no contexto
dessa doenga.®™ Em geral, as mutagdes de FUS/TLS representam cer-
ca de 5% dos casos de ELAS. Embora a mutagio FUS original tenha
sido identificada como monozigética recessiva, a maioria dos casos
sdo predominantemente herdados."”

Em 2011, uma mutagdo no gene C9orf72 foi descrita como a
causa mais comum de ELA e DFT associado a ELA, a mutacido ocorre
inicialmente por uma expansio de repetigio intrénica exonucleotidi-
ca (GGGGCC) no primeiro intron do gene, localizado no cromosso-
mo 9. Essa expansdo mostra um percentual varidvel de penetrancia,
que esta estritamente relacionada com a idade do paciente. Do ponto
de vista molecular, o RNA mensageiro transcrito a partir da expansio
do C90rf72 reduz o pool de proteinas de ligagio de RNA, desregulan-
do consequentemente o metabolismo de RNA." Essa mutagio estd
associada a cerca de 20-25% dos casos de DFT na ELAF nos Estados
Unidos, e representa 5-10% de ELAS. Os autores descrevem ainda,
existir uma tendéncia maior para a ELA bulbar em popula¢bes com
C9-expandidas.®
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Além dos genes anteriormente citados, sete novos genes fo-
ram identificados desde 2014, MTR3, CHCHD10, TBK1, TUBA4A,
C2lorf2, CCNF e NEK1. O gene MATR3 apresentou até o momento
quatro mutagoes (p.S85C, p.F115C, p.P154S e p.T622A) identificadas
através do sequenciamento do exoma em quatro familias de descen-
dentes europeus com ELA ou em uma combinagio de ELA e DFT. Os
neurdnios motores superiores e inferiores sio afetados e a sobrevida va-
ria entre 2 a 12 anos.'™

O gene CHCHD10 foi associado a ELA em uma grande fami-
lia francesa apds o sequenciamento do exoma que identificou uma
mutagio (p.S59L) no gene, que apresentava um fendtipo considera-
do complexo na ELA. Alteragdes como ataxia, parkinsonismo, mio-
patia mitocondrial e perda da audigdo foram observadas. A proteina
CHCHD10, estd localizada no espago intermembranar mitocondrial e
¢ importante para a manutengio da dinimica mitocondrial e bioener-
gética celular.®#

As mutagdes no gene TUBA4A foram observadas em pacientes
com ELAF apds o sequenciamento do exoma, obtidos de pacientes eu-
ropeus e americanos com a doenga. E uma mutagio considerada rara
na ELA e apresenta maior frequéncia na variante p.K430N. A lesio
nos neurénios motores primdrios ocorre quando a expressio da muta-
¢do missense no gene interfere na dimerizagdo da tubulina, resultando
em uma rede de microtibulos enfraquecido com deficiéncia na intera-
¢do com outras subunidades de tubulina e proteinas de transporte axo-
nal dineina e cinesina. Até o momento existe pouca informagio disponi-
vel sobre a apresentagio do quadro clinico e o prognéstico dos pacientes
com mutagio no gene TUBA4A, porém, alguns pacientes apresentaram
caracteristicas clinicas tipicas de DFT.0**

Os fenétipos clinicos associados as mutagdes no gene TBKI sio
heterogéneos, com uma média de idade ndo definida, progressao dife-
rente e tempo de sobrevida irregular, a maioria das variantes patogénicas
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identificadas no TBK1 estao concentradas nos dominios de quinase, su-
gerindo que essas mutagdes podem operar alterando vias regulatorias a
jusante. Até o momento foram identificadas algumas variantes que fo-
ram encontradas em cerca de 1% dos pacientes com ELAF e ELAS.1524

Outro gene associado a ELA foi o CCNF, identificado em uma
grande familia de descendentes europeus que apresentavam a doen-
ca. As caracteristicas clinicas sdo de pacientes que apresentavam ELA
tipica, ELA com DFT ou DFT isolada com padrio autossémico do-
minante de heran¢a e uma frequéncia de mutagio global que variou
entre 0,6 e 3,3% em populagdes brancas. " O CCNF ¢é responsavel por
marcar proteinas com ubiquitina para posterior degradagio proteos-
somal. As células neuronais que expressam o CCNF mutante mostram
um aumento na marcagio de proteinas com ubiquitina, incluindo a
proteina TDP43. Os pesquisadores sugerem que o aumento nas va-
riantes afetam a degradagdo proteossémica por meio da marcagéo al-
terada de todas as proteinas com ubiquitina, ou, por nio transferir
proteinas marcadas com ubiquitina para o complexo de proteassoma
para remogdo. ¥

Além dos genes citados, temos ainda achados sobre mutagées he-
terozigéticas no gene NEK1 encontradas em pacientes com ELAS. Os
achados clinicos de pacientes com mutagdes em NEK1 ainda néo estio
bem definidos, mas os pacientes parecem apresentar ELA tipica, sem
associacdo com deméncia. O mecanismo estrutural afetado é o trifico
lipidico endossomal e reticulo endoplasmatico, vias semelhantes foram
descritas nos genes ELA2 e VAPB. Um amplo estudo genémico eviden-
ciou que a associagio entre NEK1 e C2lorf2 esta relacionada a mon-
tagem de microtubulos, na resposta e reparo de danos no DNA e na
fungio mitocondrial. Segundo os autores que investigam tal associagao,
mais estudos clinicos e de replicagio genética sdo necessirios para me-
lhor definir tal envolvimento com a ELA.!1*2320)
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Celulas Tronco

Uma das terapéuticas existentes no tratamento da ELA sio as cé-
lulas tronco (CT), que sido células capazes de se diferenciar em tipos
celulares especializados. Ap6s serem transplantadas no paciente e mi-
grarem para o tecido alvo, as CT podem executar fungdes especificas
em qualquer sistema do corpo, atuando como um mecanismo de reparo
interno,?” até mesmo em tecidos neurais danificados.”® A procura de
um tratamento eficiente para ELA, estudiosos tém analisado a utilizagio
dessas CT que poderio atuar, possivelmente, na indugio da diferencia-
¢do em NMI, buscando substituir aqueles neurénios afetados pela doen-
¢a, e NMS, no cortex cerebral; no resgate dos neurénios motores danifi-
cados, interligando-os a parte desenervada do misculo; e na indugio a
diferenciagio de CT em células da glia (astrécitos ou oligodendrdcitos),
que produzem fatores de suporte para os neurénios motores.

No que se refere ao potencial de diferenciagio, as CT podem ser:
totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou unipotentes. As totipoten-
tes podem gerar todos os tecidos embriondrios e extra-embriondrios;
das pluripotentes podem derivar todos os tipos celulares do embrido;
das multipotentes podem resultar diversas linhagens celulares e as uni-
potentes geram somente um tipo celular adulto.®”

As CT embriondrias sdo células pluripotentes provenientes da
massa celular interna do blastocisto do embrido de mamiferos e podem
diferenciar-se nas trés camadas germinativas: ectoderme, mesoderme e
endoderme, também podem ser originadas de tecidos adultos da medu-
la 6ssea, chamada de células estaminais adultas. “" As CT somiticas sio
extraidas de células fetais, apds gastrulagio, ou de tecidos adultos, sendo
encontradas em 6rgios onde € essencial uma auto-renovagio controla-
da. Esse tipo de CT é geralmente restrito a se diferenciar em somente
alguns tipos celulares.®®

Hi na literatura, uma vasta classifica¢do de CT adultas com dife-
rentes regices de origem: células tronco mesenquimais (CTMs), que sdo
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células somaticas multipotentes que podem ser encontradas na medula
6ssea, no tecido adiposo ou através do cordao umbilical,***** células
mononucleares da medula 6ssea (BM-MNCs),"** células mesenqui-
mais da medula éssea (BMSC), células mononucleares sanguineas peri-
féricas mobilizadas (M-PBMNCs) que sao adquiridas através da admi-
nistragio do fator estimulante de col6nias de granulécitos (GCSF) para
aumentar o numero dessas células na circulagio, que sio, em seguida,
separadas e removidas através de uma técnica de separagio de células
(aférese), > células tronco olfativas (OESC) extraidas de tecido do bul-
bo olfativo fetal humano” e células-tronco neurais.®®

Dentre os varios tipos de CT, a multipotencialidade das CTMs,
seu facil isolamento e cultura, assim como seu elevado potencial de ex-
pansio ex vivo, fazem dessas células um instrumento terapéutico capaz
de desempenhar variadas aplicagées clinicas, tanto no contexto de tera-
pia celular, quanto genética. As CTMs apoiam o reparo e a regeneragao,
contribuindo para a homeostase tecidual e diferenciagdo para outros ti-
pos de células. Sio definidas por trés critérios minimos: boa aderéncia,
expressio de um conjunto definido de marcadores de superficie celular
e pela capacidade de se diferenciar em osteoblastos, adipécitos e con-
droblastos.®® Além disso, influenciam as reagoes imunes pela produgio
de numerosas moléculas imunomoduladoras.©®®

A descrigio feita por alguns autores sobre os beneficios da terapia
de transplante de CT, tanto em animais quanto em humanos nio estd
bem definida, nio esta claro se tais beneficios ocorrem de forma isolada
ou mediada por uma série de combinagées de processos e mecanismos
de agdo ocasionadas pelas células transplantadas.**+" Matejckova et al.,
compararam CTMs derivadas da medula 6ssea de pacientes com ELA
com um grupo controle sauddvel, composto de doadores submetidos a
cirurgia ortopédica, os pesquisadores nio encontraram nenhuma dife-
renga significativa na atividade proliferativa celular de ambos os grupos,
as células apresentavam capacidade de se diferenciar em adipdcitos e
osteoblastos em condigdes de indugiao, com uma maior expressao dos
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marcadores de receptor de adipécitos ativado por proliferador de pe-
roxissoma (PPARy) e células progenitoras de adipdcitos (ADPC) nas
CTM:s do grupo ELA.®

Outra pesquisa jia documentou a desaceleragao da progressio da
ELA em 10 pacientes que receberam CTMs, quando comparado com
um grupo controle composto de 15 pacientes.”” Um estudo realizado
na Coréia, buscava principalmente identificar biomarcadores de respos-
ta ao transplante, realizado em 37 pacientes com ELA que receberam
transplantes de BMSC, os pacientes foram divididos em grupos ‘respos-
ta’ e ‘ndo resposta, com o primeiro grupo apresentando declinios signi-
ficativos na escala de classificacdo funcional de ELA (escala ALSFRS).
% Ainda, no estudo de Mazzine et al., observou-se que o transplante
de CT em modelos animais de ELA pode retardar significativamente a
progressdo da doenga e prolongar a sobrevida.®?

Em uma revisdo realizada com 19 ensaios clinicos de fase 1 e 2,
nenhum deles randomizado, contendo 875 pacientes, foram analisados
principalmente a seguranca e a viabilidade dos procedimentos cirtrgi-
cos envolvidos na implantagio de células no cérebro e na medula espi-
nhal de pacientes com ELA, nesse estudo foi analisado a via em que as
células sao implantadas, e se essa via pode estar associada a aceleragao
da progressio da doenga. Ndo foram encontradas complicagdes cirtir-
gicas nos participantes e também nio foi observado aceleragio na pro-
gressio da doenga relacionadas ao implante celular.®®

A limitada capacidade de reparo do cérebro humano adulto res-
tringe o trabalho com CTMs. Apesar da persisténcia de ensaios clini-
cos com células estaminais neuronais somaticas e células progenitoras
neuronais no cérebro humano adulto, existe pouca evidéncia quanto a
contribuigio dessas células para o reparo estrutural de neurénios em
humanos.® As CTMs foram testadas devido seu efeito reparador, e
atualmente, devido sua plasticidade e propriedades imunomodulado-
ras, ¢ a principal escolha para terapia celular em DNM.“"
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CONSIDERAGOES FINAIS

A ELA é uma patologia neurodegenerativa que atinge os neur6-
nios motores inferiores e superiores, a maioria dos casos de ELA sdo
classificados como esporidicos, e o restante apresenta padrao de he-
ranga autossémica dominante, sendo considerado de origem familiar.
Devido a falta de testes para diagnostico definitivo da ELA, a confir-
magdo do diagnostico é baseada simplesmente em exclusio, sintomas
e resultados de eletromiografia, e o mesmo vale para genétipos, uma
vez que ainda nao existem biomarcadores confirmados para identifi-
car essa patologia.

Para que o diagndstico seja entio mais preciso, € necessério deter-
minar os critérios que diferenciam a ELA de outros transtornos. Nesse
sentido, o estudo genémico vem se destacando, com o intuito de iden-
tificar biomarcadores que facilitem o diagnéstico da doenga. Os princi-
pais estudos genéticos, até o momento, destacam as mutagdes nos ge-
nes SODI1, TARDEBP, FUS, C90rf72 e NEK1 e seu envolvimento na ELA
familiar e esporadica.

Devido, ainda, a falta de tratamentos eficazes para ELA, os pes-
quisadores tem avaliado o uso e a aplicagio de CT como terapia contra a
doenga. O transplante dessas células tem se mostrado eficaz em diversos
modelos animais, mas o éxito da terapia com CT dependera de estu-
dos profundos sobre a biologia dessas células e da compreensio total da
patogénese da ELA. Assim, novos estudos sobre a utilizagao de CT no
tratamento da ELA e sobre a associagido dessa doenga com varios genes,
sao imprescindiveis, pois, certamente, tais estudos serao pilares para a
melhoria tanto de processos terapéuticos, como na precisiao do diagnos-
tico, bem como para maior compreensdo dos mecanismos complexos
que envolvem essa patologia.
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POLIMORFISMOS GENETICOS E O METABOLISMO DO
FOLATO NA SUSCEPTIBILIDADE AS LEUCEMIAS
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RESUMO

A leucemia é uma neoplasia que afeta o processo normal de de-
senvolvimento e diferenciacio das células sanguineas, havendo acu-
mulo de blastos na medula dssea. Tanto da perspectiva clinica quanto
patologica, a leucemia é dividida em grandes grupos. A primeira classi-
ficacdo é com rela¢do ao tempo de desenvolvimento, podendo ser aguda
ou cronica, e a segunda grande classificagdo das leucemias é referente
ao tipo celular afetado pelas perturbagdes, podendo apresentar a forma
linféide ou mieldide. A etiologia das leucemias ainda ndo é bem defini-
da, mas sabe-se que ha uma susceptibilidade familiar, assim como uma
contribui¢io do ciclo do metabolismo do folato no curso da doenca.
O folato é um micronutriente encarregado de doar grupos metil para
as reacOes de sintese, metilacdo e reparo do DNA. Os niveis de folato
podem ser alterados devido a presenca de polimorfismos em genes que
codificam enzimas associadas ao seu metabolismo, e assim desencadear
o processo de carcinogénese. O enfoque desta revisdo é relacionar os
polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP) em enzimas que atuam no
controle do nivel de folato intracelularmente, a saber: enzima carreado-
ra de folato reduzido 1 (RFC1) e enzima metionina sintase (MTR), com
a leucemogénese.

Palavras-chave: Leucemias. Metabolismo do folato. Polimorfismos de nucleo-
tideo tinico.

87



DE[ERMINANTES_GENETIBDS QUE INFLUENCIAM NA
SUSCEPTIBILIDADE A HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA
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RESUMO

A hipertensio arterial sistémica (HAS) é uma doencga croénica ndo
transmissivel, caracterizada pela elevac¢do sustentada dos niveis pres-
soricos. Afeta 25% da populagcio mundial e 36 milhdes de individuos
no Brasil, com maior prevaléncia em idosos. Sua causa pode ser pri-
madria ou secundaria, tendo virios fatores de risco associados, como
idade, sexo, tabagismo, alcoolismo, sedentarismo, obesidade e diabetes
mellitus. O estresse oxidativo é considerado patognomoénico da HAS,
situacdo em que ha redugio da biodisponibilidade de 6xido nitrico
(NO), um vasodilatador importante na manutengdo do ténus vascular.
O polimorfismo dos genes GSTT1 e GSTM1 prejudica a atividade das
enzimas Glutationa S-transferase (GST), atuantes na fase II de desin-
toxicagdo celular, contribuindo para o aumento do estresse oxidativo.
O gene ECA, responsavel pela codificagio da Enzima conversora de
Angiotensina (ECA), apresenta um polimorfismo de insercio e delecio
(I/D), o qual pode interferir diretamente nos niveis de ECA circulante
e, consequentemente, na atuacio do sistema renina-angiotensina-aldos-
terona (SRAA). Por ser uma doenca de cariter multifatorial complexa,
incluindo fatores genéticos, o estudo de polimorfismos que predispdem
ao desenvolvimento da doenca faz-se necessdrio.

Palavras-chave: Hipertensao arterial sistémica (HAS); polimorfismos genéti-
cos; estresse oxidativo; sistema renina-angiotensina-aldosterona.
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ASSOCIAGAO DA VIA MAPK E DOS GENES ACE E NRF2 NA
NEFROPATIA DIABETICA
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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é caracterizado pelo aumento cronico dos
niveis plasmaticos de glicose, e pode ser classificado em diabetes mellitus
do tipo 1 e do tipo 2, bem como em outros tipos especificos. Em virtude
dos niveis hiperglicémicos constantes presentes no DM, diversas compli-
cagoes em tecidos e 6rgios podem ocorrer, como neuropatia, retinopatia
e nefropatia diabética. A nefropatia diabética (ND), também conhecida
como doenca renal do diabetes, ocorre em aproximadamente 40% dos in-
dividuos com diabetes mellitus, e tem sido considerada a principal causa
de insuficiéncia renal terminal. Dentre os principais fatores fisiopatolo-
gicos que estio envolvidos no desenvolvimento e na evolugio da ND em
portadores de DM, encontra-se o sistema renina angiotensina aldostero-
na (SRAA), fatores genéticos, entre os quais se destacam os genes ACE e
NRF2, e vias biologicas, como a via MAPK. O SRAA, bem como o gene
ACE, esti relacionado ao controle da pressdo arterial sistémica, o gene
NRF2 estd associado a atividade anti-oxidante, e a via MAPK a ativida-
de inflamatéria. Desta forma, a elucidacdo desses fatores na nefropatia
diabética pode ser util no diagnoéstico, entendimento da patogénese, bem
como no delineamento terapéutico da doenca.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Nefropatia Diabética. Via MAPK. Gene
ACE. Gene NRFZ.
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GENES E MicroRNAS ASSOCIADOS COM A INFECGAOQ
PELO VIRUS DA HEPATITE C
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RESUMO

O virus da hepatite C (HCV) pertence a familia Flaviviridae e ao
género Hepacivirus. Esse é considerado um pequeno virus, possui estru-
tura envelopada e um RNA de fita simples como acido nucléico. Além
disso, é responsavel por ocasionar a hepatite C, uma doenca que possui
uma evolucio lenta, e que contempla diferentes fases de infeccio, agu-
da (que pode evoluir para uma cura espontinea) e crénica, que desen-
cadeia a destrui¢do da estrutura do figado, podendo em alguns casos
evoluir para cirrose hepadtica e carcinoma hepatocelular. No contexto
genético, alguns genes e microRNAs ja foram relacionados a infeccdo
pelo virus da hepatite C, tais como o IL28-B e miR-122, respectivamen-
te. O gene IL-28B possui dois importantes polimorfismos, rs12979860 e
rs8099917, ambos associados a cura espontanea da infeccio pelo HCV,
bem como a uma resposta virolégica sustentada ao tratamento. Por ou-
tro lado, 0 miR-122 se destaca por sua importante participacdo na re-
plicacdo do HCV, atuando na estabilizacio do RNA viral, bem como o
protegendo da resposta imune do hospedeiro. Assim, é possivel obser-
var que todo o contexto da infeccio envolve a interacio patégeno-hos-
pedeiro, e a compreensdo desses aspectos pode ser 1til na elucidagio da
doenga. Desta forma, o objetivo dessa revisdo foi verificar a associagio
do gene IL-28B e do miR-122 no contexto da infec¢do pelo HCV.

Palavras-chave: HCV. Gene IL-28B. MiR-122.
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RESUMO: Em busca de uma proposta de

Prewvengéio & Promogio de Sadds

aprendizagem significativa, o Ensino de Ciéncias
Bioldgicas deve compreender a necessidade
de aplicar novas metodologias que buscam
o envolvimento ativo do aluno, oferecendo a
gles a oporunidade de abandonar a prética
de recebimente passivo de conhecimentos,
inserindo-s2, nesse cenano, as chamadas
Metodologias Ativas de Aprendizagem (MAA).
Eszas metodologias buscam exataments a
independéncia do aluno em relagiio ao ssu
processo de formagdo. Assim, esse capitulo
busca, por meio de pesqguisa bibliografica,
elucidar ou identificar o que sdio, e quais
sd0 as principais MAA aplicadas ao Ensino
de Ciéncias Bicldgicas, principalments nos
ensinos de Bioguimica e Biologia Molecular =,
como tem =2 dado a relagdo entre educagio
cientifica e a concepgdio de um aluno ativo
no processo de aprendizagem. Mo ensing
de Ciéncias Bioldgicas, nda-se a utlizagio
de MAA como a Aprendizagem Baseada em
Problemas, a Problematizagdo e o Metodo do
Arco de Maguerez, Instruglio por pares, entre
outros. Enguante, no ensino de Biogulmica e
Biologia Molecular, especificaments, temos
a utilizaglo de MAA como o ensing por
investigagdo, abordagem CTSA  (Ciéncia,
Tecnologia, Sociedade e Ambiente), elaboragio

de mapas conceituaizs e metabdlicos,
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RESUMO: Os contedidos de gendtica e biologia
molecular so recorrentements descritos como
de difial compreensio pelos estudantes, por
serem repletos de termos tecnicos e cientificos.
Tal dificuldade, na maioria das vezes, afasta o
interesse dos alunos dos conteddos 2 ambém
da aprendizagem. MNesse cendrio, o uso de
metodologias ativas de ensino-aprendizagem
possibilitam a paricipagiio ativa dos educandos,
tormando-0s responsdveis por sua formagio,
enquanto o docents assume papel de facilitador
e mediador do processo de aprendizagem. Os
mapas conceituais atuam como ferramentas
pedagdgicas  inseridas no  contsxto das
metodologias ativas, propiciando aos alunos o
que foi denominado por David Ausubsl como
aprendizagem  significativa. Propostos  por
Joseph Movak, & luz da teoria de Ausubel, os
mapas concsituais s&o utilizados com o intuito de
facilitar o entendimento de conceitos complexos.
Dessa forma, sua organizagdo depende da
captagdo dos conceitos fundamentais e do
conteddo num contexto geral, e o docente pode
avaliar o desenvolvimento da aprendizagem de
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