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Resumo

A deméncia foi definida como um dos principais desafios do século XXI, devido a sobrecarga
gue é imposta, ndo apenas aos cuidadores, mas também aos sistemas social e de salde. Assim, as
deméncias devem ser o foco, ndo apenas para o planeamento de cuidados especificos a todos os
niveis na sociedade, mas também para a investigacdao mais aprofundada e eficaz. A Degenerescéncia
Lobar Frontotemporal (DLFT), a segunda causa mais frequente de deméncia neurodegenerativa
precoce, inclui um grupo de doengas heterogéneas que tém em comum a degenerescéncia seletiva
dos lobos frontais e/ou temporais, mas com subtipos clinicos e neuropatoldgicos distintos. A idade
de inicio varia entre os 45 - 65 anos e a duragao entre 6 - 8 anos. Existe uma distribuicdo semelhante
entre os géneros. Atualmente, a DLFT inclui essencialmente trés sindromes clinicas: a variante
comportamental da Deméncia Frontotemporal (vcDFT) e duas variantes da linguagem - a Deméncia
Semantica (DS) e a Afasia Progressiva Nao Fluente (APNF). Além disso, verifica-se uma sobreposicao
de sintomas com outras doeng¢as motoras, nomeadamente quando se associa a Doenga do Neurdnio
Motor ou a sinais parkinsénicos: a DFTP-17 (associada a muta¢des no cromossoma 17), a
Degenerescéncia Corticobasal e a Paralisia Supra - Nuclear Progressiva. A heterogeneidade genética
da DLFT evidencia-se pela identificacdo de mutagdes nos genes MAPT, GRN, VCP, CHMP2B, TARDBP,
FUS, C90RF72 e SQSTM1. No entanto, desconhece-se ainda o mecanismo subjacente a etiologia da
DLFT. Apesar dos poucos estudos existentes, tem sido evidenciada uma disfuncao do sistema
serotoninérgico (que desempenha um papel importante na modulagcdo comportamental) associada
a DLFT. Foi descrita a diminuicdo significativa do recetor de 5-hidroxitriptamina (serotonina) 2A (5-
HTRzx), envolvido em fungbes cognitivas tais como a memdria e a aprendizagem, em areas cerebrais
de doentes com DLFT. Adicionalmente, foi descrita uma associa¢do genética entre as variagdes de
sequéncia no gene HTR2A (gene codificante do 5-HTRza) e os sintomas psicoticos na Deméncia de
Alzheimer, sendo frequente observar-se uma sobreposicdo clinica desta patologia com a DLFT.

Desta forma, o objetivo neste trabalho foi averiguar o envolvimento do gene HTR2A na
patogénese da DLFT.

O gene HTR2A foi analisado para a identificacdo de variacdes de sequéncia que pudessem
eventualmente estar associadas ao fendtipo clinico de DLFT. Foram incluidos 70 doentes com
diagnéstico provavel de DLFT, avaliados na Consulta de Deméncias no Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, E.P.E.. O DNA foi extraido a partir de sangue e a andlise genética do gene

HTR2A foi realizada através de amplificagao por PCR, usando primers especificos, e subsequente
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sequencia¢do de Sanger. Foram identificadas 17 varia¢cGes de sequéncia (13 descritas previamente e
4 novas). Os resultados sugerem que as variagdes de sequéncia identificadas no gene HTR2A ndo
constituem uma causa primadria para a etiologia da DLFT.

Posteriormente, variacdes de sequéncia identificadas no gene HTR2A foram correlacionadas
com as caracteristicas clinicas dos doentes e analisadas num grupo constituido por 92 individuos
sauddveis (ajustados para etnia, idade e género, sem problemas neurolégicos). A genotipagem foi
realizada por minissequenciacdo, sequenciacdo de Sanger e PCR-RFLP. Na analise estatistica foram
usados os testes de 2 e exato de Fisher (nivel de significancia quando p<0,05). Os resultados da
correlagdo gendtipo - fendtipo sugerem que a variagdo de sequéncia rs3125 localizada na regido
reguladora 3’'UTR do gene HTR2A constitui um possivel fator de risco genético associado ao
desenvolvimento de vcDFT nas mulheres (genétipos: p=0,047; alelos: p=0,037), nomeadamente a
perda de heterozigotia e 0 aumento das frequéncias do genétipo GG e do alelo G.

Finalmente, a patogenicidade da alteragao genética rs3125 foi avaliada através de um estudo
de gendmica funcional. O RNA foi extraido a partir de plaquetas e células mononucleares do sangue
periférico de 6 mulheres com diagndstico provavel de veDFT e 10 mulheres sauddveis. A expressado
alélica da variagdo de sequéncia rs3125 foi averiguada em cada isoforma do gene HTR2A por
sequenciacdo de Sanger e PCR-RFLP. A expressdo das isoformas do gene HTR2A foi determinada por
PCR em tempo real quantitativo, apds a selecdo dos genes enddgenos mais apropriados. Foi
observada uma diminuicdo estatisticamente significativa da expressdo relativa do transcrito
NM _000621.4 em plaquetas das mulheres com diagndstico provavel de vcDFT com expressao
monoalélica G, comparativamente as saudaveis (p=0,025). Este resultado podera constituir uma
possivel justificacdo para a associacdo obtida do rs3125 como um possivel fator de risco para a veDFT
nas mulheres.

Tendo em conta a literatura cientifica disponivel, este estudo forneceu a primeira evidéncia
de que o gene HTR2A podera estar envolvido na suscetibilidade para a vcDFT, sendo, por isso, uma

contribuicdo relevante para o esclarecimento da patogenicidade da DLFT.

Palavras - chave: DLFT, vcDFT, gene HTR2A e rs3125.
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Abstract

Dementia has already been established as one of the major challenges of the XXIt century,
due to the tremendous burden imposed, not only to caregivers, but also on social and health systems.
Thus, dementia type disorders should be the focus for, not only specific care planning at all levels in
the society, but also for extensive cost - effectiveness research. Frontotemporal lobar degeneration
(FTLD), the second most common cause of early - onset neurodegenerative dementia, encompasses
a heterogeneous group of diseases that share selective degeneration of frontal and/or temporal
lobes, but with different clinical and neuropathological subtypes. The age of onset ranges between
45 - 65 years and the duration of illness is 6 - 8 years. There seems to be an equal distribution between
genders. Currently, FTLD includes essentially three clinical syndromes: the behavioral variant of FTD
(bvFTD) and two language variants - Semantic Dementia (SD) and Progressive Non - Fluent Aphasia
(PNFA). Additionally, there is an overlap of symptoms with other motor disorders, namely when
associated with Motor Neuron Disease or parkinsonian signs: DFTP-17 (associated with mutations in
chromosome 17), Corticobasal Degeneration and Progressive Supranuclear Palsy. Genetic
heterogeneity of FTLD is evident by the identification of mutations in MAPT, GRN, VCP, CHMP2B,
TARDP, FUS, C90ORF72 and SQSTM1 genes. However, the exact mechanisms underlying FTLD
aetiology are still unknown. Despite the limited number of studies, an association between
serotoninergic system dysfunction (which plays an important role in human behavior modulation)
and FTLD has become evident. A significant loss of 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A (5-
HTR2a), involved in cognitive functions such as learning and memory, was reported in the brain areas
of FTLD patients. Furthermore, genetic association between HTR2A gene (5-HTR2a encoding gene)
sequence variations and psychotic symptoms was described in Alzheimer’s disease, which shares
some clinical overlap with FTLD.

Accordingly, the aim of this work was to analyze the involvement of HTR2A gene in FTLD
pathogenesis.

HTR2A gene was analyzed in order to identify sequence variations that could be associated
with FTLD clinical phenotype. We have studied 70 patients with probable diagnosis of FTLD, followed
in dementia consultation of “Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra E.P.E.”. DNA was extracted
from blood and genetic analysis of HTR2A gene was performed by PCR amplification, using specific

primers, followed by Sanger sequencing. A total of 17 sequence variations (13 previously known and
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4 novel unreported) were found. The results suggested that sequence variations identified in HTR2A
gene seem not to account for FTLD etiology as a primary cause.

Subsequently, sequence variations identified in HTR2A gene were correlated with clinical
characteristics of patients and analysed in a group of 92 healthy individuals (matched for ethnicity,
age and gender, without neurological problems). Genotyping was performed by minisequencing,
Sanger sequencing and PCR-RFLP methods. Statistical analysis was performed using 2 and Fisher’s
exact tests (significance was considered when p<0.05). Genotype - phenotype correlation results
suggest that rs3125 sequence variation located in 3’UTR regulatory region of HTR2A gene is a
probable risk factor for the development of bvFTD in females (genotypes: p=0.047; alleles: p=0.037),
namely the loss of heterozygosity and the increase of GG genotype and G allele frequencies.

Finally, the pathogenic role of rs3125 genetic alteration was evaluated by a functional
genomics study. RNA was extracted from platelets and peripheral blood mononuclear cells isolated
from 6 patients with probable diagnosis of bvFTD and 10 healthy individuals, all females. Allelic
expression of rs3125 sequence variation was analysed in each isoform of HTR2A gene by Sanger
sequencing and PCR-RFLP methods. Expression of HTR2A gene isoforms was determined by
guantitative real-time PCR, after selection of the appropriate endogenous genes. It was observed a
statistically significant reduction of NM_000621.4 transcript relative expression in platelets of female
patients with probable diagnosis of bvFTD with G monoallelic expression, compared to healthy
women (p=0.025). This result could be a possible explanation for the association of rs3125 as a risk
factor for bvFTD in females.

Taking into account the literature available, this is the first evidence implicating HTR2A gene

in susceptibility for bvFTD, being very relevant for the clarity of FTLD pathogenicity.

Keywords: FTLD, bvFTD, HTR2A gene and rs3125.
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1.1. Deméncia

A deméncia é uma das doengas mais frequentes no idoso e uma das principais causas de
morte nos paises desenvolvidos, estando a respetiva frequéncia a aumentar rapidamente na maioria
dos paises em consequéncia do envelhecimento da populagdo (von Strauss et al., 1999; Berr et al.,
2005; Santana & Cunha, 2005; Stephan & Brayne, 2008). Ferri et al. (2005) estimaram que o numero
de pessoas dementes ird duplicar a cada 20 anos, passando de 24 milhdes em 2001 para 42 e 81
milhGes em 2020 e 2040 respetivamente, assumindo que nao existem estratégias preventivas
eficazes ou tratamentos curativos. A deméncia, e o0 aumento no numero de casos de deméncia,
impde encargos econdmicos e sociais elevados resultantes de custos diretos (assisténcia médica,
medicacdo e apoios sociais) e indiretos (cuidados ndo remunerados prestados pela familia e amigos)
(Wancata et al., 2003; Wimo et al., 2013). De facto, estima-se que o custo mundial em 2010 foi de
USS$604 bilhdes (Wimo et al., 2013). Perante o exposto, ndo é surpreendente que a deméncia tenha
sido definida como um dos principais desafios deste século (Berr et al., 2005).

Segundo a 102 edicdo da Classificacdo Internacional das Doencas (CID-10) da Organizagao
Mundial de Saude a deméncia é uma sindrome resultante de doenca cerebral, em geral de natureza
crénica ou progressiva, na qual se registam altera¢gdes de multiplas fungdes nervosas superiores
incluindo a meméria, o pensamento, a orientacdo, a compreensao, o calculo, a aprendizagem, a
linguagem e o raciocinio, na auséncia de perturbacdo do estado de consciéncia. As perturbacdes das
funcbes cognitivas sdo muitas vezes acompanhadas, e eventualmente precedidas, por deterioracao
do controlo emocional, do comportamento social ou da motivacdo (World Health Organization,
1992). A doenca de Alzheimer (DA), a Degenerescéncia Lobar Frontotemporal (DLFT), a Deméncia
vascular e a Deméncia com Corpos de Lewy sdo as causas de deméncia mais comuns, afetando

sobretudo idosos mas também doentes mais jovens (Rossor et al., 2010; Holmes, 2012).

1.2. Degenerescéncia Lobar Frontotemporal

1.2.1. Enquadramento histérico

Em 1892, Arnold Pick descreveu o caso de um homem de 71 anos de idade que desenvolvera

progressivamente afasia, apatia e deméncia, tendo o exame patoldgico revelado uma atrofia cortical

proeminente do lobo temporal esquerdo (Pick, 1892). Posteriormente Pick descreveu um outro caso
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de um doente de 60 anos com manifestacdao de negligéncia, apatia, apraxia e deméncia, tendo o
exame patolégico revelado atrofia cortical frontal bilateral (Pick, 1906). Subsequentemente, Alois
Alzheimer descreveu as alteragOes tipicas desta doencga, designadas como corpos de Pick:
“corpusculos esféricos, argirofilicos e aparentemente sem estrutura definida, localizados na periferia
do nucleo das células piramidais do hipocampo” (Alzheimer, 1911). Em 1922, um aluno de Pick, Gans,
sugeriu o eponimo de Doenca de Pick, correspondendo-lhe a histologia descrita por Alois Alzheimer
e propos que os lobos frontal e temporal, vistos filogeneticamente como mais novos, apresentavam
uma vulnerabilidade superior para esta doenca degenerativa (Gans, 1922). Nesta década, Onari e
Spatz reexaminaram os casos de Pick e outros, enfatizando a histologia associada a atrofia focal
(Onari & Spatz, 1926). Como conclusdo destes estudos propuseram que perante um quadro clinico
de alteracdo da personalidade acompanhado por uma degenerescéncia do lobo frontal ou temporal
deveria ser proposto o diagnéstico de Doenga de Pick mesmo quando os corpos de Pick estavam
ausentes na autdpsia (Onari & Spatz, 1926; Constantinidis et al., 1974). Surgiu assim uma corrente
dicotdémica no diagndstico da Doenga de Pick: alguns autores valorizavam essencialmente as
caracteristicas clinicas correspondentes ao processo de atrofia focal dos lobos frontais e temporais,
tal como propos originalmente Pick, enquanto outros o baseavam em critérios histoldgicos estritos
gue implicavam a demonstra¢ao da presenca de corpos de Pick. De acordo com esta uUltima proposta,
os patologistas sugeriram tratar-se de uma doenca rara e dificil de diagnosticar in vivo (Constantinidis
et al., 1974). Alguns anos mais tarde, em Lund (Suécia), Gustafson reaprecia clinicamente a doenca
ao descrever alguns casos que classifica com a designacdo de Deméncia Frontotemporal (DFT)
(Gustafson, 1987), denominacdao também adotada por Neary et al. (1988), na apresentacdo da
casuistica de Manchester. Em 1994, o termo DFT foi adotado por consenso numa conferéncia que
reuniu as equipas de Lund e Manchester, tendo-se proposto a primeira categoria de Critérios de
diagnéstico - os denominados critérios de Lund e Manchester que chegariam aos nossos dias (The
Lund and Manchester groups, 1994). Desde entdo, o conhecimento da doenca é uma area em
constante desenvolvimento, tendo surgido diversas denominacdes e operacionalizacdes de
classificacdo. Atualmente, a designacdo de DLFT é talvez a mais consensual, considerando-se que
corresponde a um grupo heterogéneo de doencgas que tém em comum a degenerescéncia seletiva
dos lobos frontais e/ou temporais, mas com subtipos clinicos e neuropatoldgicos distintos (Neary et
al., 1998; Mckhann et al., 2001; Mackenzie et al., 2009; Mackenzie et al., 2010; Rascovsky et al., 2011;
Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011).
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1.2.2. Epidemiologia

A DLFT é a segunda causa mais frequente de deméncia neurodegenerativa precoce
(Schlachetzki, 2011; Rohrer, 2012; Seltman & Matthews, 2012). Contudo, a prevaléncia exata de DLFT
permanece incerta devido aos poucos estudos realizados, e a grande dispersao de estimativas
produzidas. Os estudos de prevaléncia no Reino Unido, desenvolvidos independentemente por
Ratnavalli et al. (2002) e Harvey et al. (2003), apontam para valores de 15 e 15,4 por 100000
habitantes respetivamente, para as idades compreendidas entre os 45 - 64 anos. Por sua vez, o
estudo realizado por Rosso et al. (2003), na Holanda, indica uma prevaléncia inferior estimando-se
3,6 casos por 100000 habitantes, para as idades compreendidas entre os 50 - 59 anos, 9,4 nointervalo
de 60 - 69 e 3,8 entre os 70 - 79 anos. Mais recentemente, Borroni et al. (2010) constataram que na
populagdo italiana os valores correspondentes de prevaléncia seriam de 22 entre os 45 - 65 anos, 78
no intervalo de 66 - 75 anos e 54 para doentes com idade superior a 75 anos. Nos Estados Unidos da
América estima-se a prevaléncia entre 15 a 22 casos no intervalo de 45 - 64 anos (Knopman &
Roberts, 2011). Em Portugal, ndo existem estudos de prevaléncia para esta forma de deméncia,
admitindo-se que possa estar subdiagnosticada (Guimaraes et al., 2006). De acordo com o pequeno
estudo de Guimarades et al. (2006), as DLFT constituiriam 7% de todas as deméncias diagnosticadas
com média de idade de inicio da doenca de 57 + 9 anos. Contudo, os poucos estudos de incidéncia
existentes tém demonstrado alguma consisténcia. Na populacao de Rochester as taxas de incidéncia
foram de 2,2 (por 100000 pessoas), 3,3 e 8,9 para as idades compreendidas entre os 40 - 49 anos, 50
- 59 e 60 - 69 anos, respetivamente (Knopman et al., 2004). Mercy et al. (2008) analisaram a
incidéncia no Reino Unido obtendo uma estimativa de 3,5 casos (por 100000 pessoas) no intervalo
de 45 - 64 anos. Supde-se que que a incidéncia da DLFT nos Estados Unidos da América esteja
compreendida entre 2,7 e 4,1 casos por 100000 pessoas (Knopman & Roberts, 2011).

Aidade de inicio da DLFT varia entre os 45 a 65 anos (Ratnavalli et al., 2002; Rosso et al., 2003;
Johnson et al., 2005; Neary et al., 2005; Sleegers et al., 2010; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011,
Seltman & Mathews, 2012). No entanto, existem casos definitivos (confirmados histologicamente)
de individuos em idades extremas, como os 21 e os 85 anos (Snowden et al., 2004; Neary et al., 2005;
Schlachetzki, 2011). Knopman & Roberts (2011) estimaram que 10% dos casos de DLFT ocorrem em
pessoas com menos de 45 anos, 30% com mais de 65 anos e 60% entre os 45 - 65 anos.
Aparentemente existe uma igual distribuicdo da DLFT entre os géneros (Rosso et al., 2003; Neary et

al., 2005; Santana & Cunha, 2005; Pickering-Brown, 2007; Mercy et al., 2008). A duracdo média da




Analise do gene HTR2A na Degenerescéncia Lobar Frontotemporal

doenca esta compreendida entre 6 a 8 anos, podendo variar entre 2 a 20 anos (Neary et al., 2005;

Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011).

1.2.3. Classificagao clinica

Como referimos, em 1994 a nosologia clinica e patoldgica foi clarificada e o termo DFT
adotado numa conferéncia que reuniu as equipas de Lund e Manchester (The Lund and Manchester
groups, 1994). O termo introduzido referia-se a fenomenologia clinica, ou seja, especificamente “a
uma sindrome comportamental progressiva invariavelmente associada a atrofia dos lobos frontal e
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temporal”. De acordo com o mesmo consenso propds-se que a designacao de Doenca de Pick ficasse
restrita aos casos que histologicamente apresentassem os corpos de Pick. Posteriormente, Neary et
al. (1998) alargaram e operacionalizaram o espectro clinico de DLFT para incluir trés sindromes
clinicas: a Deméncia Frontal, a Afasia Progressiva Nao Fluente (APNF) e a Deméncia Semantica (DS).
Em 2001, McKhann et al. publicaram uma revisdo/atualizacdo com sugestdes para a classificacdo
clinicopatolégica da DLFT. Mais recentemente, um consércio de investigadores internacionais
reavaliou os antigos critérios de Lund e Manchester, salientando a sua falta de sensibilidade e
especificidade, enfatizando a necessidade de validar e operacionalizar os critérios de diagndstico
para a forma comportamental da DFT (Rascovsky et al., 2007). Como consequéncia desta corrente,
em 2011, Rascovsky et al. propuseram critérios revistos para o diagndstico da variante
comportamental da DFT (vcDFT) e Gorno-Tempini et al. para as variantes de linguagem. Portanto,
atualmente, a DLFT abrange essencialmente trés sindromes clinicas: a vcDFT e duas variantes da
linguagem - a DS e a APNF, muitas vezes designadas coletivamente por Afasia Progressiva Primaria
(APP) (Neary et al., 1998; Mckhann et al., 2001; Gorno-Tempini et al., 2011; Rascovsky et al., 2011;
Schlachetzki, 2011; Seelar et al., 2011; Seltman & Matthews, 2012). A degenerescéncia neuronal
seletiva e secundariamente o padrio de atrofia cerebral regional, frontal e/ou temporal, esquerdo
e/ou direito, determinam a apresentacdo clinica da doenga (Schlachetzki, 2011). A vcDFT estd
normalmente associada com a disfuncdo frontal simétrica, enquanto as variantes da linguagem
demonstram envolvimento assimétrico do lobo frontal esquerdo (APNF) ou da regido temporal
anterior deste hemisfério (DS) (Figura 1.1) (Pickering-Brown, 2007; Snowden et al., 2007; Weder et
al., 2007; Rabinovici & Miller, 2010; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011).
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Figura 1.1 Ressonancia magnética cerebral de doentes com (A e B) variante comportamental da Deméncia
Frontotemporal, (C) Deméncia Semantica e (D) Afasia Progressiva Nao Fluente (Rabinovici & Miller, 2010).

A vcDFT é a sindrome mais comum de DLFT, sendo responsavel por metade dos casos (Neary
et al., 2005; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Pickering-Brown, 2007; Snowden et al., 2007,
Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011; Seltman & Matthews, 2012). A apresentacdo clinica é
semelhante nas formas esporadicas e familiares, e 0 mesmo se passa relativamente a idade de inicio
precoce ou tardia (Seelaar et al., 2011). A vcDFT é caracterizada pelo inicio insidioso de alteracdes na
personalidade e do comportamento (Neary et al., 2005; Pickering-Brown, 2007; Snowden et al., 2007,
Weder et al., 2007; Sleegers et al., 2010; Rascovsky et al., 2011; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al.,
2011). S3o frequentes alteracbes de humor (tais como irritabilidade, depressao, euforia) e o
embotamento emocional (Neary et al., 2005; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011). Os doentes
sofrem um aplanamento das emocgbes bdsicas, tais como tristeza, e das emocbes sociais,
nomeadamente a simpatia e a empatia (Neary et al., 2005; Schlachetzki, 2011). Além disso, € comum
a diminuicdo no reconhecimento das expressGes emocionais, ao nivel facial e vocal, e tém dificuldade
em inferir o que as outras pessoas sentem ou pensam (Neary et al., 2005). Os comportamentos
repetitivos e ritualistas sdo manifestos, como por exemplo insistir em comer diariamente a mesma
comida exatamente a mesma hora, limpar a casa precisamente na mesma ordem (Neary et al., 2005;
Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Weder et al., 2007; Sleegers et al., 2010; Schlachetzki, 2011;
Seelaar et al., 2011). Sdo também frequentes a negligéncia pela higiene e a mudanca nos habitos
alimentares ou hiperoralidade (gula, modismos alimentares, preferéncia por alimentos doces), com
subsequente ganho de peso (Neary et al., 2005; Weder et al., 2007; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al.,
2011). A vcDFT esta associada a altera¢Oes cognitivas, sendo mais comuns os défices executivos e da
memboria do trabalho (Neary et al., 2005; Weder et al., 2007; Rascovsky et al., 2011; Schlachetzki,
2011). Os doentes evidenciam défices no planeamento, julgamento, resolucdo de problemas,

organizacdo, atencdo, abstracdo e flexibilidade mental (Neary et al., 2005; Weder et al., 2007). A
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capacidade de memdria e as fungdes primarias de linguagem sao mais resistentes a deterioragdo do
gue acontece na DA e as habilidades instrumentais primarias, a percecdo visual elementar e as
capacidades espaciais estao surpreendentemente bem conservadas, mesmo na doenga avang¢ada
(Neary et al., 2005; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Schlachetzki, 2011). De facto, os doentes
localizam, orientam e alinham os objetos com facilidade (Neary et al., 2005). O discurso é concreto,
ecoldlico e com perseveragdes e a evolugdo para mutismo é mais precoce do que se verifica na DA
(Neary et al., 2005; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Weder et al., 2007; Schlachetzki, 2011).
Tem sido sugerido que a vcFTD pode ser dividida em trés subtipos principais: desinibido (o fendétipo
comportamental é caracterizado pela hiperatividade, a desinibicdo e a desatencdo, estando
associado a um maior envolvimento das regides orbito - frontais e do neocdértex temporal anterior),
apatico (associado a apatia, inércia e perda de iniciativa, sendo a patologia mais difusa no lobo
frontal, incluindo as regiées dorsolaterais da convexidade) e estereotipado (mais raro e caracteriza-
se pelo comportamento estereotipado e ritualistico, com conformidade excessiva para a rotina e, por
vezes, com associacdo de sintomas motores (acinésia e rigidez), sendo geralmente relacionado com
a patologia no striatum e no neocértex) (Snowden et al., 2002; Neary et al., 2005; Pickering-Brown,
2007; Seelaar et al., 2011). Rascovsky et al. (2011) propuseram um critério revisto para a classificacdo
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clinica da vcDFT em possivel, provavel ou definitiva. A veDFT “possivel” exige a presenga de trés das
seis caracteristicas discriminantes: desinibicdo, apatia/inércia, perda de simpatia/empatia,
comportamento perseverativo/estereotipado/compulsivo, hiperoralidade/altera¢des alimentares e

perfil neuropsicolégico com défices executivos com preservacao relativa da memoaria e das fungoes

|II III

visuoespaciais. A vcDFT “provavel” preenche o critério referido para “possivel” mais (1) declinio
funcional significativo (confirmado pelo cuidador), (2) atrofia frontal e/ou temporal anterior nos
estudos de imagem (Tomografia Computadorizada (TAC) ou Ressonancia Magnética) ou
hipoperfusdo ou hipometabolismo frontal e/ou temporal anterior no PET (Tomografia de Emissdo de
Positrées) ou SPECT (Tomografia de Emissdo de Fotdes). A vcDFT “definitiva” implica evidéncia
histopatoldgica de DLFT, por bidpsia cerebral ou por estudo pds-mortem, ou a identificacdo de uma
mutacdo patogénica conhecida.

Na DS a perturbagao observavel da linguagem resulta de uma perda da “memdria das
palavras”, incluindo o seu significado (memdria semantica) (Neary et al., 2005; Kumar-Singh & Van
Broeckhoven, 2007; Pickering-Brown, 2007; Snowden et al., 2007; Weder et al., 2007; Rabinovici &
Miller, 2010; Sleegers et al., 2010; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011; Seltman & Matthews,

2012). Na verdade, trata-se de um defeito conceptual mais global, que extravasa o ambito da
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linguagem, como o reconhecimento de objetos, de outros estimulos sensoriais (cheiros, sabores e
estimulos tateis) e de faces (Neary et al., 2005; Pickering-Brown, 2007; Snowden et al., 2007; Weder
et al., 2007; Rabinovici & Miller, 2010; Sleegers et al., 2010; Schlachetzki, 2011; Seltman & Matthews,
2012). Os doentes apresentam um defeito grave da compreensao verbal e o discurso é tipicamente
fluente, gramaticalmente e foneticamente correto mas, com anomia, circunléquios e parafasias
semanticas (Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Weder et al., 2007; Rabinovici & Miller, 2010;
Sleegers et al., 2010; Gorno-Tempini et al., 2011; Schlachetzki, 2011; Seltman & Matthews, 2012).
Estes sintomas refletem o envolvimento seletivo das regiGes anteriores dos lobos temporais, embora
a dominancia da patologia no hemisfério esquerdo ou direito influencie a apresentacdo clinica
(Snowden et al., 2007; Gorno-Tempini et al., 2011). Os doentes com as caracteristicas clinicas tipicas
da DS apresentam uma atrofia mais acentuada no lobo temporal esquerdo, enquanto os casos com
perturbagdes visuais precoces, particularmente dificuldade no reconhecimento de faces familiares
(prosopagnosia) e objetos (agnosia visual), evidenciam uma atrofia mais proeminente no lado direito
(Snowden et al., 2007; Gorno-Tempini et al., 2011). Tardiamente no desenvolvimento da doenca, os
doentes tendem a evoluir para mutismo (Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007).

A APNF caracteriza-se pelo declinio na linguagem expressiva com discurso espontaneo nao
fluente, disartrico ou apraxico, com agramatismo e parafasias fonémicas, na leitura em voz alta e na
escrita (Neary et al., 2005; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Snowden et al., 2007; Weder et
al., 2007; Rabinovici & Miller, 2010; Gorno-Tempini et al., 2011; Schlachetzki, 2011). No entanto, a
compreensao verbal (oral e escrita) esta relativamente bem preservada (Neary et al., 2005; Kumar-
Singh & Van Broeckhoven, 2007; Snowden et al., 2007; Weder et al., 2007; Sleegers et al., 2010;
Schlachetzki, 2011). Existe habitualmente uma evolucdo para mutismo (Kumar-Singh & Van
Broeckhoven, 2007; Schlachetzki, 2011).

Para além destas variantes cldssicas (primarias), existe uma sobreposicdo de sintomas com
outras doencas motoras, nomeadamente quando se associa a DNM (DFT-DNM) ou a sinais
parkinsénicos: a DFTP-17 (associada a mutag¢des no cromossoma 17), a Degenerescéncia Corticobasal
(DCB) e a Paralisia Supra - Nuclear Progressiva (PSP) (Mckhann et al., 2001; Rabinovici & Miller, 2010;
Sleegers et al., 2010; Rascovsky et al., 2011; Schlachetzki, 2011; Seelar et al., 2011; Rohrer, 2012;
Seltman & Matthews, 2012). A associacdo de DNM pode ocorrer precocemente ou tardiamente em
doentes com DLFT (Esmonde, 2002; Rabinovici & Miller, 2010; Seelaar et al., 2011). O fenédtipo clinico
mais comum ¢é a esclerose lateral amiotréfica (ALS) que associa a degenerescéncia do primeiro e

segundo neurdnios motores (Esmonde, 2002; Gitcho et al., 2008). Manifesta-se por sinais piramidais
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(primeiro neurdnio), atrofia muscular, fraqueza e fasciculagdes que sdao mais proeminentes nas
extremidades superiores e na lingua (Gitcho et al., 2008; Seelaar et al., 2011). A doenca tem um
desenvolvimento progressivo rapido, apresentando uma sobrevivéncia média de 3 anos (Hodges et
al., 2003; Gitcho et al., 2008; Seelaar et al., 2011). A maioria dos doentes com o fendtipo da DFT-
DNM apresenta uma expansdo particular, o repeat hexanucleotidico GGGGCC no intrdo 1 do gene
C90RF72 (chromosome 9 open reading frame 72), no cromossoma 9p13.2 - 21.3 (Delesus-Hernandez
et al., 2011; Renton et al., 2011). A DFTP-17 constitui uma forma particular e familiar de deméncia
de transmissdo autossdémica dominante que resulta de uma mutacao. Foi detetada pela primeira vez
em 1994, localiza-se no cromossoma 17921 - 22 e é responsavel pela producdo anormal e
acumulagdo de uma proteina microtubular, a proteina Tau (Wilhelmsen et al., 1994; Yamaoka et al.,
1996; Baker et al., 1997; Basun et al., 1997; Bird et al., 1997; Foster et al., 1997; Froelich et al., 1997;
Heutink et al., 1997; Murrell et al., 1997; Spillantini et al., 1997; Hutton et al., 1998; Poorkaj et al.,
1998; Spillantini et al., 1998). O fendtipo desta mutacdo (DFTP-17) caracteriza-se por alteracées do
comportamento associadas a rigidez (parkinsénica) e apraxia assimétricas (Kumar-Singh & Van
Broeckhoven, 2007; Schlachetzki, 2011). Alguns doentes com DLFT, particularmente casos familiares
precoces com mutagdes nos genes MAPT (microtubule associated protein tau) ou GRN (progranulin),
podem desenvolver caracteristicas clinicas semelhantes as dos doentes com a forma esporadica de
DCB (Josephs, 2007; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Lladé et al., 2008; Rabinovici & Miller,
2010; Seltman & Matthews, 2012). A sindrome DCB caracteriza-se por uma rigidez assimétrica
progressiva e perda sensorial cortical também assimétrica, com apraxia, postura disténica dos
membros, mioclonus reflexo e o fenémeno de “alien limb” (membro que se move involuntariamente
ou membro fantasma) (Esmonde, 2002; Santana & Cunha, 2005; Josephs, 2007; Kumar-Singh & Van
Broeckhoven, 2007; Llado et al., 2008; Rabinovici & Miller, 2010; Schlachetzki, 2011; Seltman &
Matthews, 2012). O quadro clinico pode ainda incluir afasia progressiva, quando o hemisfério
dominante para a linguagem é o mais envolvido, e os doentes tendem a evoluir para um quadro
clinico que se assemelha a vcDFT (Kertesz et al., 2005; Josephs, 2007; Kumar-Singh & Van
Broeckhoven, 2007; Lladé et al., 2008; Rabinovici & Miller, 2010; Schlachetzki, 2011; Seltman &
Matthews, 2012). A DCB esporddica é caracterizada pela acumulag¢do da proteina tau nos neurdnios
e glia e, portanto, é uma tauopatia (Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Lladé et al., 2008;
Schlachetzki, 2011). Nas formas familiares de DLFT, existe igualmente acumulacdo de tau nos casos
com mutacdo no gene MAPT, estando a proteina ausente nas familias com mutacdo no gene GRN

(Tartaglia et al., 2010). A PSP (forma esporadica) é uma doencga que envolve o sistema extrapiramidal
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e o lobo frontal, com manifestagdes cognitivas e comportamentais comuns a DLFT (Kumar-Singh &
Van Broeckhoven, 2007; Josephs, 2007; Rabinovici & Miller, 2010; Seltman & Mathews, 2012). Os
fendmenos motores incluem a rigidez axial progressiva, bradicinesia, alteragao dos reflexos posturais
com quedas frequentes e paralisia dos movimentos verticais do olhar (Esmonde, 2002; Kertesz et al.,
2005; Josephs, 2007; Schlachetzki, 2011; Seltman & Mathews, 2012). Na vertente cognitiva
salientam-se a diminuigdo da fluéncia verbal, ecoldlia e uma sindrome desexecutivo (Esmonde, 2002;
Kertesz et al., 2005; Josephs, 2007; Rabinovici & Miller, 2010; Schlachetzki, 2011; Seltman &
Mathews, 2012). A semelhancga de sintomas entre a PSP e a DLFT reflete, por um lado o envolvimento
das mesmas regides cerebrais, mas também de uma patologia comum - sdo ambas doencas
pertencentes ao grupo das taupatias (Josephs et al., 2006; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007;
Mackenzie et al., 2010; Rabinovici & Miller, 2010). Além disso, alguns doentes com formas genéticas
de DLFT apresentam um fenétipo com manifestagdes motoras dominantes, ou seja, com uma clinica

enquadravel na sindrome tipico da PSP (Goldman et al., 2007; Rabinovici & Miller, 2010).

1.2.4. Classificagdo neuropatoldgica

As alteragOes neuropatoldgicas descritas por Pick em 1892 e pelos seus seguidores criaram
uma grande controvérsia, como foi referido em cima. Na verdade, muitos dos doentes com quadros
clinicos sugestivos desta forma de deméncia ndao apresentavam as caracteristicas inclusdes de
proteina tau (corpos de Pick). Esta foi uma das questdes discutida durante a conferéncia de consenso
entre as equipas de Lund e Manchester em 1994 (The Lund and Manchester groups, 1994). Como
resultado desta conferéncia propuseram-se as primeiras categorias de critérios neuropatolégicos
para a DLFT (The Lund and Manchester groups, 1994). Estudos posteriores revelaram que 50% dos
casos clinicamente definidos como DLFT eram familiares, muitos deles tinham depdsitos insoluveis
da proteina tau e estavam associados ao cromossomo 17 (Baker et al., 1997; Murrell et al., 1997;
Spillantini et al., 1997). Os referidos casos, inicialmente descritos como “familial multiple system
tauopathy with dementia”, foram classificados por DFTP-17 (Foster et al., 1997) e em 1998 verificou-
se que estavam efetivamente associados a mutagdes no gene MAPT (Hutton et al., 1998; Poorkaj et
al., 1998; Spillantini et al., 1998). Em 1992, Wightman et al. identificaram inclusGes de ubiquitina no
hipocampo e neocdrtex de doentes com ALS e deméncia, e os mesmos depdsitos foram igualmente
detetadas posteriormente em casos de DLFT definidos patologicamente sem ALS (Cooper et al., 1995;

Jackson & Lowe, 1996; Woulfe et al., 2001). Por conseguinte, em 2001, o “Work Group on
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Frontotemporal Dementia and Pick’s Disease” (McKhann et al., 2001; Trojanowski & Dickson, 2001)
reavaliou os critérios neuropatoldgicos recomendando a classificacdo em dois tipos patoldgicos
principais: DLFT com patologia tau - positiva (DLFT-tau) e DLFT tau - negativa, ubiquitina - postitiva
(DLFT-U). Os casos com inclusGes negativas para a tau ou ubiquitina eram classificados como
“Dementia Lacking Distinctive Histopathology” (DLDH). Em 2006, as autdpsias realizadas ao cérebro
de doentes com DLFT e ALS possibilitaram a identificagdo do principal elemento das inclusGes
ubiquitinadas, a proteina TDP-43 (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Nos neurdnios afetados a
TDP-43 localizava-se no citoplasma na forma hiperfosforilada, ubiquitinada e clivada, originadora de
fragmentos com o terminal carboxilico, enquanto nos intatos observava-se uma distribuicdo
predominantemente nuclear (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Posteriormente verificou-se
gue a maioria dos casos classificados como DLDH, anteriormente pensado ser o subtipo patolégico
mais comum, correspondia, na verdade, a DLFT-U, apresentando também depdsitos de TDP-43
(Lipton et al., 2004; Josephs et al., 2004a; Josephs et al., 2004b; Shi et al., 2005; Mackenzie et al.,
2006; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007). Em consequéncia, varios autores propdem mais uma
revisdo dos critérios neuropatolégicos e a proposta de uma nova classificacdo (Cairns et al., 2007).
Porém, embora a identificagao da TDP-43 tenha suscitado a ideia que correspondia a proteina
patoldgica presente nos casos de DLFT-U (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006; Davidson et al.,
2007), estudos subsequentes identificaram excec¢des, sugerindo o envolvimento de outras proteinas
e novas propostas de classificacdo (Cairns et al., 2007; Holm et al., 2007; Mackenzie et al., 2007;
Josephs et al., 2008; Mackenzie et al., 2008; Pikkarainen et al., 2008; Roeber et al., 2008; Mackenzie
et al., 2009). Efetivamente em 2009, Kwiatkowski et al. e Vance et al. identificaram mutac¢des no gene
FUS (fused in sarcoma) associadas a ALS e inclusdes da proteina FUS no citoplasma dos neurdnios dos
portadores. Neumann et al. (2009) viriam a confirmar que alguns dos casos de DLFT, que
apresentavam inclusdes de ubiquitina negativas para a tau e TDP-43, eram positivas para a FUS,
apesar de ndo identificarem mutacdes no gene FUS. Estudos posteriores confirmaram a existéncia
do subtipo patolégico DLFT-FUS (Seelaar et al., 2010, Urwin et al., 2010), conduzindo a um update
(Mackenzie et al., 2010) da nomenclatura proposta por Mackenzie et al. (2009). Atualmente a DLFT
é dividida nos subtipos: DLFT com inclusdes de tau - positiva (DLFT-tau); DLFT com inclusdes de tau -
negativa, ubiquitina e TDP-43 - positivas (DLFT-TDP); DLFT com inclusdes de ubiquitina - positiva,
TDP-43 - negativa, FUS - positiva (DLFT-FUS); DLFT com inclusdes de ubiquitina - positiva, TDP-43 e
FUS - negativas (DLFT-UPS) e DLFT sem inclusGes (DLFTni) (Mackenzie et al., 2010).

11



Analise do gene HTR2A na Degenerescéncia Lobar Frontotemporal

O subtipo DLFT-Tau inclui neurites, inclusGes citoplasmaticas neuronais e gliais
imunorreativas para a proteina tau hiperfosforilada associada a microtubulos, bem como os casos
com mutagdes no gene MAPT (Figura 1.2A) (Murrell et al., 1997; Spillantini et al., 1997; Hutton et al.,
1998; Poorkaj et al., 1998; Spillantini et al., 1998; McKhann et al., 2001; Reed et al., 2001; Cairns et
al., 2007; Mackenzie et al., 2009; Mackenzie et al., 2010).

O subtipo DLFT-TDP caracteriza-se pela presenca de neurites distréficas, inclusGes
citoplasmaticas e intranucleares neuronais e citoplasmaticas gliais imunorreativas para a TDP-43 nas
camadas superficiais do neocdrtex frontal, temporal e no hipocampo (Figura 1.2B) (Arai et al., 2006;
Neumann et al., 2006; Cairns et al., 2007; Hasegawa et al., 2008; Igaz et al., 2008; Mackenzie et al.,
2009; Mackenzie et al., 2010). A proteina TDP-43 é hiperfosforilada, ubiquitinada e fragmentada no
terminal carboxilico (Neumann et al., 2006; Hasegawa et al., 2008; Igaz et al., 2008). Em termos
genéticos é o subtipo mais pleoméfico, tendo-se identificado individuos portadores de mutacdes nos
genes GRN, VCP (valosin - containing protein), TARDBP (TAR - DNA binding protein 43) e
recentemente no C90RF72 (Mackenzie et al., 2010). O subtipo DLFT-TDP pode ser classificado em
qguatro grupos histoldgicos de acordo com a localizacdo subcelular e proporcdo: o tipo A inclui
principalmente casos com a vcDFT e APNF e os portadores de mutacdes no gene GRN, a TDP-43 esta
expressa em numerosas inclusdes citoplasmaticas neuronais e neurites distroficas, em numero
varidvel em inclusdes intranucleares neuronais, predominantemente na camada cortical 2; o tipo B
estd associado com a vcDFT e a DFT-DNM, a TDP-43 esta localizada principalmente em inclusdes
citoplasmaticas neuronais em todas as camadas corticais, mas muito poucas neurites distréficas; o
tipo C inclui sobretudo casos de DS e vcDFT, a TDP-43 esta expressa em numerosas neurites
distroficas alongadas nas camadas corticais superiores e em muito poucas inclusdes citoplasmaticas
neuronais; o tipo D é caracteristico dos portadores de mutacdes no gene VCP, a TDP-43 é identificada
em numerosas inclusGes intranucleares neuronais e neurites distréficas, poucas inclusdes
citoplasmaticas neuronais e em todas as camadas (Mackenzie et al., 2011).

No subtipo DLFT-FUS observam-se neurites distrdficas, inclusdes citoplasmaticas e
intranucleares neuronais e citoplasmaticas gliais negativas para a TDP-43 e imunorreativas para a
ubiquitina e proteina FUS no cértex frontal, temporal e hipocampo (Figura 1.2C) (Neumann et al.,
2009; Mackenzie et al., 2010; Seelaar et al., 2010; Urwin et al., 2010). A ALS com patologia FUS é
guase sempre causada por uma mutacao no gene FUS, contudo nao foi identificada nenhuma nos
casos analisados de DLFT-FUS (Kwiatkowski et al., 2009; Neumann et al., 2009; Vance et al., 2009;

Urwin et al., 2010). Neumann et al. (2011) verificaram que a acumulagdo das proteinas FUS , EWS
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(Ewing’s Sarcoma) e TAF15 (TATA - Binding Protein - Associated Factor 15) nas inclusGes patolégicas
FUS, constituintes da familia FET e supondo-se que interagem entre si formando complexos (Law et
al., 2006; Kovar, 2011), foi uma caracteristica consistente. Embora os respetivos papéis ndo estejam
elucidados, propuseram a substituicdo da designacdo do subtipo DLFT-FUS para DLFT-FET.

No subtipo DLFT-UPS os doentes tém inclusdes citoplasmaticas neuronais imunorreativas
para as proteinas do Ubiquitin Proteasome System (UPS), tais como a ubiquitina e a p62, mas
negativas para a tau, TDP-43 e FUS, nos lobos frontais, temporais e no hipocampo (Mackenzie et al.,
2010; Urwin et al., 2010). Alguns doentes apresentam mutacdes no gene CHMP2B (charged
multivesicular body protein 2B), noutros nao foi identificada nenhuma (Mackenzie et al., 2010).

Finalmente o sub-grupo DLFT-ni (anteriormente designado por DLDH) inclui uma minoria dos
casos que ndo apresentam inclusdes de tau, ubiquitinadas, de TDP-43 ou FUS, mesmo recorrendo as

técnicas modernas de imunohistoquimica (Mackenzie et al., 2010; Urwin et al., 2010).

Figura 1.2 Subtipos neuropatoldgicos de DLFT: (A) DLFT-Tau, (B) DLFT-TDP e (C) DLFT-FUS (adaptado de Seltman &
Matthews, 2012).

Na categoria de diagndstico clinico definitivo de DLFT exige-se a combinag¢do de um quadro
clinico tipico com a observacdo de alteracdes histopatoldgicas compativeis com um dos
subgrupos/tipo referidas ou a identificagdo de uma mutacdo patogénica para a DLFT (Rascovsky et
al., 2011). Até ao momento, ndo foi determinada nenhuma relacdo definitiva entre o subtipo
neuropatologico e o fendtipo clinico na DLFT (Cairns et al., 2007; Seltman & Mathews, 2012).
Portanto, ndo ha uma correlacdo consistente entre a vcDFT, DS e a APNF com neuropatologias
subjacentes especificas, bem como a presenca de uma determinada neuropatologia ndo possibilita

prever com confianca o fenétipo clinico de DLFT (Cairns et al., 2007). Contudo, Josephs et al. (2011)

13



Analise do gene HTR2A na Degenerescéncia Lobar Frontotemporal

sugeriram a existéncia de uma associa¢do entre a histopatologia do subtipo DLFT-TDP com a DFT-
DNM e DS, e do DLFT-Tau com a PSP e DCB. Rohrer et al. (2011) observaram que a DS e a DFT-DNM
estavam predominantemente associadas com a histopatologia DLFT-TDP, mais especificamente do
tipo C e B respetivamente, e a vcDFT de inicio precoce com a DLFT-FUS. A histopatologia subjacente

a vcDFT tipica era heterogénea, nao evidenciando nenhuma associa¢do clara com um subtipo.

1.2.5. Genética

A DLFT é uma patologia com elevada hereditariedade, existindo no entanto grandes variagoes
em termos de agregacdo familiar entre as sindromes clinicas que incorpora. De facto, enquanto nos
casos de vcDFT 30 - 50% apresentam uma histdria familiar positiva, a frequéncia é muito inferior nas
variantes DS e APNF (Chow et al., 1999; Goldman et al., 2005; Rohrer et al., 2009; Schlachetzki, 2011;
Seelaar et al., 2011). Por outro lado, a percentagem dos casos que manifestam hereditariedade
autossémica dominante é consideravelmente menor, variando na literatura entre 10 a 27% (Chow et
al., 1999; Rosso et al., 2003; Goldman et al., 2005; Seelaar et al., 2008; Rohrer et al., 2009; See et al.,
2010; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011; Galimberti & Scarpini, 2012). Existe uma grande
heterogeneidade genética na DLFT, tendo sido identificadas mutag¢des nos genes MAPT, GRN, VCP,
CHMP2B, TARDBP, FUS, C90RF72 e SQSTM1.

Desde a associacdo do gene MAPT com a DFTP-17 (Hutton et al., 1998; Poorkaj et al., 1998;
Spillantini et al., 1998), foram identificadas mais de 40 mutac¢des nesse gene: mutacdes missense nos
exdes 9 - 13 que modificam a sequéncia proteica, alterando a interacdao da proteina tau com os
microtubulos (mutac¢des), e mutacbes intrénicas e na regido codificante que influenciam o splicing
do exdo 10 no RNA mensageiro (RNAm), resultando na alteracdo da razdo das isoformas tau 3R (3
dominios de ligacdo) e 4R (4 dominios de ligacdo) (Goedert et al., 2004; Brandt et al., 2005; See et
al., 2010; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011; Cruts et al., 2012; Galimberti & Scarpini, 2012). As
mutacdes no gene MAPT foram associadas as sindromes clinicas de vcDFT, DS, APNF, PSP, DCB e ALS,
apresentam elevada penetrancia e conduzem a idade de inicio da doenca entre os 40 a 60 anos
(média de 55 anos) (Goldman et al., 2007; Rabinovici & Miller, 2010; See et al., 2010; Galimberti &
Scarpini, 2012; Seltman & Mathews, 2012).

Na década de 90, foram identificadas varias familias com linkage para a mesma regiao
cromossémica do gene MAPT, 17921, mas sem mutacOes e com inclusdes intraneuronais negativas

para a tau, mas positivas para a proteina ubiquitina (Bird et al., 1997; Froelich et al., 1997; Lendon et
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al., 1998; Kertesz et al., 2000; Rosso et al., 2001; Curcio et al., 2002; Rademakers et al., 2002; Froelich
Fabre et al., 2003; Cruts et al., 2005; Gass et al., 2006; Mackenzie et al., 2006; van der Zee et al.,
2006). Em 2006, foram finalmente identificadas mutagdes no gene GRN localizado a 1,7Mb upstream
do MAPT (Bhandari & Bateman, 1992; Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006). Até ao momento, foram
descritas mais de 70 mutagdes, incluindo nonsense, frameshift, missense, no splice site, que
promovem na sua maioria a redu¢ao da progranulina funcional devido ao mecanismo non - sense -
mediated decay (NMD), conduzindo a haploinsuficiéncia (Baker et al., 2006; Boeve et al., 2006; Cruts
et al., 2006; Gass et al. 2006; Mukherjee et al., 2006; Pickering-Brown et al., 2006; Le Ber et al., 2007,
Gijselinck et al., 2008; Le Ber et al., 2008; Mukherjee et al., 2008; Rovelet-Lecrux et al., 2008; Cruts
et al., 2012; Galimberti & Scarpini, 2012). As mutac¢des no gene GRN estdo associadas a idade de
inicio dos sintomas entre os 35 a 89 anos (média de 60 anos), apresentam penetrancia varidvel
(estimada como sendo correspondente a 50% e 90% aos 60 e 70 anos, respetivamente) e a diversas
variantes clinicas: vcDFT, DCB, APNF e raramente na DNM (Goldman et al., 2007; Rabinovici & Miller,
2010; See et al., 2010; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011; Galimberti & Scarpini, 2012; Seltman
& Mathews, 2012).

Em 1995, foi identificado um linkage com uma regido no cromossoma 3 numa familia
dinamarquesa com DLFT (Brown et al., 1995). Posteriormente, Skibinski et al. (2005) e Lindquist et
al. (2008) identificaram na familia mutacdes no gene CHMP2B (localizado no cromossoma 3p11.2).
O gene CHMP2B codifica um componente do complexo heterotrimérico ESCRTIII (Endosomal Sorting
Complex Required for Transport Ill) que é recrutado, juntamente com os complexos ESCRTI e ESCRTII,
do citoplasma para a membrana endossomal para funcionarem sequencialmente na transferéncia
das proteinas transmembranares para a via dos corpos multivesiculares (MVB’s) e na formacado dos
MVB’s (Babst et al., 2002; Babst, 2005). Até ao momento, foram descritas poucas mutacdes
adicionais em doentes com DLFT, incluindo nonsense e missense (Momeni et al., 2006; Parkinson et
al., 2006; van der Zee et al., 2008; Ferrari et al. 2010; Cruts et al., 2012). Vérios estudos em doentes
com DLFT ndo detetaram mutacgdes, sugerindo constituir uma causa rara para esta patologia (Cannon
et al.,, 2006; Rizzu et al., 2006; Schlachetzki, 2011; Galimberti & Scarpini, 2012). Embora seja
desconhecido de que modo as mutacbes detetadas no gene CHMP2B conduzem a
neurodegenerescéncia, estudos de sobre - expressdo das proteinas mutantes em células em cultura
revelaram a formacdo de estruturas endossomais aberrantes (Skibinski et al., 2005; Van der Zee et
al., 2008). Filimonenko et al. (2007) observaram que a degradacdo autofagica é inibida em células

deletadas das subunidades do ESCRT ou que expressam as proteinas CHMP2B mutantes,
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promovendo a acumulagao de agregados positivos para a ubiquitina e p62. As mesmas inclusdes sao
identificadas nos individuos com mutag¢des no gene CHMP2B (Holm et al., 2007; Mackenzie et al.,
2010; Urwin et al., 2010).

Kovach et al. (2001) demonstraram uma associacdo da IBMPFD, uma patologia autossémica
dominante rara caracterizada por uma penetrancia varidvel da triade de caracteristicas clinicas DLFT,
Miopatia do Corpo de Inclusdo (IBM) e Doenca de Paget do Osso (PDB) (Kimonis & Watts, 2005;
Kimonis et al., 2008), com uma regido no cromossoma 9p13.3 - 12. Em 2004, Watts et al. analisaram
13 familias diagnosticadas com IBMPFD e identificaram seis muta¢des missense (p.Arg95Gly,
p.Arg155His, p.Arg155Cys, p.Arg155Pro, p.Arg191GIn e p.Ala232Glu) no gene VCP. Este gene codifica
a proteina contendo valosina de 97KDa (Pleasure et al., 1993), um membro da superfamilia AAA-
ATPase do tipo Il envolvida em varios processos celulares (Kondo et al., 1997; Rabouille et al., 1998;
Meyer et al., 2000; Dai & Li, 2001; Hetzer et al., 2001; Rabinovich et al., 2002; Wang et al., 2004a).
Até ao momento, foram descritas poucas mutac¢des adicionais (Haubenberger et al., 2005; Guyant-
Maréchal et al., 2006; Bersano et al., 2009; Djamshidian et al., 2009; Cruts et al., 2012). Os estudos
neuropatoldgicos nos doentes com mutacdes no gene VCP revelaram a presenca de inclusdes
neuronais intranucleares positivas para a ubiquitina (Schroder et al., 2005; Guyant-Maréchal et al.,
2006; Watts et al., 2007; Bersano et al., 2009; Djamshidian et al., 2009). Posteriormente, Neumann
etal. (2007) detetaram a acumulacdo da proteina TDP-43 com a ubiquitina nos doentes com IBMPFD.
Estudos de células em cultura e modelos animais sustentam a hipdtese das mutag¢des no gene VCP
promoverem a transferéncia da TDP-43 do nucleo para o citosol, diminuirem a atividade do
proteassoma, induzirem stress no reticulo endoplasmatico, comprometendo a viabilidade celular
(Weihl et al., 2006; Gitcho et al., 2009a).

O gene TARDBP, localizado no cromossoma 1p36.22, codifica a proteina TDP-43 (Wang et al.,
2004b). O papel patogénico da TDP-43 na neurodegenerescéncia ficou evidente em 2006 pela
identificacdo da sua presenca nas inclusées ubiquitinadas no cérebro de doentes com DLFT e ALS
(Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Posteriormente, foram identificadas muta¢des no gene
TARDBP em individuos com a ALS esporddica e familiar (Gitcho et al., 2008; Kabashi et al., 2008;
Rutherford et al., 2008; Sreedharan et al., 2008; Van Deerlin et al., 2008). Até ao momento, foram
descritas poucas mutacbes na DLFT, incluindo missense e na regidao ndo traduzuda 3’ (3'UTR)
(Benajiba et al., 2009; Borroni et al., 2009; Gitcho et al., 2009b; Kovacs et al. 2009; Borghero et al.,

2011; Cruts et al., 2012). Estudos sugerem a hipdtese das muta¢bes no gene TARDBP conduzirem a
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anormalidades no neurdnio motor, ao ganho de toxicidade, a perda da fun¢cdo da TDP-43
concomitante com a propensdo aumentada para a sua agregacao (Kabashi et al., 2010).

O gene FUS, localizado no cromossoma 16p11.2, codifica a proteina FUS que se liga ao DNA e
RNA e estd envolvida em diversos processos celulares, tais como a proliferacao celular, reparacdo do
DNA, regulagdo da transcricao ou o transporte do RNA entre os compartimentos intracelulares
(Crozat et al., 1993; Aman et al., 1996; Zinszner et al., 1997; Perrotti et al., 1998; Yang et al., 1998;
Baechtold et al., 1999; Bertrand et al., 1999; Law et al., 2006; Kovar, 2011). O papel patogénico da
FUS na neurodegenerescéncia ficou evidente pela sua identificagdo em inclusGes no citoplasma dos
neurdnios dos individuos com ALS e portadores de mutacdes no gene FUS (Kwiatkowski et al., 2009;
Vance et al., 2009), bem como em alguns casos de DLFT que apresentavam inclusdes tau e TDP-43
negativas (Neumann et al.,, 2009; Seelaar et al., 2010; Urwin et al., 2010). Em 2010, foram
identificadas as mutagdes p.Met254Val, p.Gly206Ser e p.Gly174-Gly175del no gene FUS na DLFT (Van
Langenhove et al., 2010; Yan et al. 2010). O estudo desenvolvido por Huang et al. (2011), usando
ratos transgénicos que expressaram o gene FUS com e sem a mutac¢do p.Arg521Cys, sugeriu que a
expressao da FUS mutante promove o desenvolvimento de fenétipos consistentes com ALS e DLFT.
Além disso, verificaram que a expressdao aumentada da FUS normal é suficiente para causar morte
neuronal, sendo a mutante ainda mais tdxica para os neurdnios. Contudo, ainda permanece incerto
de que modo as mutacdes no gene FUS contribuem para o desenvolvimento de DLFT.

Diversos estudos identificaram um linkage ao locus cromossémico 9p13.2 - 21.3 em vdrias
familias autossdmicas dominantes diagnosticadas com DLFT, DFT-DNM, DFT-ALS e ALS (Morita et al.,
2006; Vance et al., 2006; Valdmanis et al., 2007; Luty et al., 2008; Le Ber et al., 2009; van Es et al.,
2009; Gijselinck et al., 2010; Laaksovirta et al., 2010; Shatunov et al., 2010). Na andlise
neuropatoldgica os doentes demonstravam proteinopatia TDP-43 (Cairns et al., 2007; Mackenzie et
al., 2011). Em 2011, o repeat hexanucleotidico GGGGCC no intrdo 1 do gene CIORF72 foi identificado
como sendo a causa da DFT-ALS associada ao cromossoma 9p13.2 - 21.3 (Delesus-Hernandez et al.,
2011; Renton et al., 2011). Tem sido sugerido que a expansao do repeat pode implicar mecanismos
de alteracdo da funcdo pela influéncia ao nivel da transcricdo (perda de um transcrito produzido por
splicing alternativo) ou causando a formacdo de RNA foci nuclear (Dejesus-Hernandez et al., 2011;
Renton et al., 2011; Gijselinck et al., 2012; Almeida et al., 2013).

Mutagdes no gene SQSTM1 (sequestosome 1), localizado no cromossoma 535 e codificante
da proteina p62, foram identificadas como a causa da PDB (Laurin et al., 2002; Gennari et al., 2010).

Posteriormente, Fecto et al. (2011) detetaram muta¢des em doentes com ALS e Rubino et al. (2012)
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em 3 sujeitos com DLFT. A associa¢do entre o SQSTM1 e a DLFT foi posteriormente confirmada por
Le Ber et al. (2013). Contudo, sdo necessarios estudos funcionais para averiguar o papel que as
mutagles desempenham na patogénese da DLFT. A p62 é uma proteina multifuncional implicada em
varias atividades celulares, mencionando-se por exemplo a sua participacdo na marcacdo das
proteinas ubiquitinadas para degradagdo, por autofagia ou pelas vias proteossomais, e nos

mecanismos de transducdo de sinal (Rubino et al., 2012; Le Ber et al., 2013).

1.2.6. Intervencao farmacoldgica

Ndo ha terapia preventiva, curativa e de estabilizacdo para a DLFT. As estratégias
farmacoldgicas tém-se focalizado na modulacdo e substituicdo de neurotransmissores para o
tratamento dos sintomas comportamentais, motores e cognitivos, incluindo inibidores da recapta¢ao
serotoninérgica (SSRIs), inibidores de acetilcolinesterase, antipsicéticos atipicos e antagonistas do
recetor de glutamato NMDA, sendo a sua utilizacao limitada devido aos perfis de efeitos adversos
(Swartz et al., 1997; Lebert & Pasquier, 1999; Moretti et al., 2003; |keda et al., 2004; Moretti et al.,
2004; Mendez et al., 2007; Weder et al., 2007; Kertesz et al., 2008; Seltman & Mathews, 2012).

1.3. O sistema serotoninérgico

A disfungdo dos sistemas de neurotransmissao constitui um dominio relevante nas deméncias
neurodegenerativas, devido ao seu envolvimento no controlo do comportamento, na formagao da
memadria e no processamento cognitivo em geral (Yang & Schmitt, 2001; Salmon, 2007). O sistema
serotoninérgico é de particular interesse pois modela fun¢des importantes no sistema nervoso
central (SNC) envolvidas na regulacdo por exemplo dos comportamentos emocionais, dos cognitivos,
da agressividade, das fungdes enddcrinas, da memdria e da aprendizagem (Lucki, 1998; Sanders-Bush
et al., 2003; Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008; Terry et al., 2008; Berger et al., 2009). Por
conseguinte, ndo é surpreendente que se tenha identificado alguma disfuncdo serotoninérgica numa
variedade de doencas. Citam-se por exemplo a esquizofrenia, o comportamento suicida, um conjunto
de disturbios de ansiedade (panico, obsessivo - compulsivos e fobia social) e ainda em doencas
neurodegenerativas tais como a DA (Dubovsky & Thomas, 1995; Lucki, 1998; Filip et al., 2005; Terry
et al., 2008). Adicionalmente, doencas relacionadas com a impulsividade ou com caracteristicas de

personalidade tém sido associadas com alteracdes na funcdo da serotonina (5-HT), tais como a
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depressao, agressividade e défice de ateng¢dao (Dubovsky & Thomas, 1995; Lucki, 1998; Filip et al.,
2005; Terry et al., 2008). Contudo, embora seja evidente a importancia do sistema serotoninérgico
na modulagdo comportamental, tem sido pouco estudado na DLFT: Sparks & Markesbery (1991)
observaram uma diminuicdo na ligacdo da 5-HT aos recetores serotoninérgicos pré e pos - sinapticos
nos lobos frontal e temporal, e hipotalamo; Miller et al. (1995) constataram que alguns sintomas
associados com a DLFT (desejo por doces e carbohidratos, ganho de peso, comportamento
compulsivo) podiam estar relacionados com uma disfun¢do serotoninérgica; estudos revelaram que
o acido 5-hidroxiindol-acético (5-HIAA), o principal metabolito da 5-HT, estava diminuido no liquido
cefalorraquidiano (CSF) de doentes com DLFT (Francis et al., 1993; Sjogren et al., 1998); Yang &
Schmitt (2001) sugeriram o envolvimento do raphe nuclei serotoninérgico na DLFT; foram obtidos
bons resultados em estudos baseados na administracao de SSRIs para o tratamento da DLFT (Swartz
et al., 1997; Lebert & Pasquier, 1999; Moretti et al., 2003; lkeda et al., 2004). Apesar dos poucos

estudos existentes, parece configurar-se uma disfuncdo serotoninérgica na DLFT.

1.3.1. Serotonina

Em 1937 foi identificada uma substancia fisiologicamente ativa nas células enterocromafinas
da mucosa gastrointestinal designada por enteramina (Erspamer & Vialli, 1937). Nas duas décadas
subsequentes, a referida substancia foi isolada noutros locais para além do trato gastrointestinal (por
exemplo no sangue) e as funcdes que desempenha nos drgdos foram caraterizadas (tais como no
coracao) (Erspamer, 1946; Erspamer, 1948; Erspamer & Boretti, 1951; Erspamer & Ghiretti, 1951;
Erspamer & Ottolenghi, 1951; Erspamer & Vialli, 1951). Em 1948, Rapport et al. isolaram uma
substancia com propriedades vasoconstritoras e coagulantes que designaram 5-HT, ndo sabendo, na
realidade, que correspondia a enteramina (Rapport et al., 1948a; Rapport et al., 1948b; Rapport et
al., 1948c; Rapport, 1949). Finalmente, Erspamer & Asero (1952) sintetizaram a 5-HT e confirmaram
gue era idéntica a enteramina isolada e purificada anteriormente. Posteriormente, a presenca da 5-
HT foi identificada no cérebro dos mamiferos e foi sugerido que funcionava como neurotransmissor
(Twarog & Page, 1953; Brodie & Shore, 1957). Atualmente sabe-se que a principal fonte de 5-HT no
organismo é o intestino, sendo produzida principalmente pelas células enterocromafinas, onde atua
localmente, e é liberta para a corrente sanguinea permanecendo armazenada nas plaquetas
(Sanders-Bush et al., 2003; Ni & Watts, 2006; Nichols & Nichols, 2008). Entre 1 a 2% da quantidade

de 5-HT existente no organismo localiza-se no SNC, sendo sintetizada localmente no cérebro uma vez
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gue nao atravessa a barreira hematoencefalica (Twarog & Page, 1953; Brodie & Shore, 1957; Filip et
al., 2005; Ni & Watts, 2006; Nichols & Nichols, 2008; Berger et al., 2009). As maiores concentragées
de neurdnios sintetizadores de 5-HT localizam-se no tronco cerebral (Sanders-Bush et al., 2003; Filip
et al., 2005). Os neurdnios serotoninérgicos sdo os principais constituintes do raphe nuclei, um
conjunto heterogéneo de populagdes de neurdnios com morfologias, projecdes e caracteristicas
neuroquimicas distintas (Hornung, 2003) que, por numerosas projecdes, enervam quase todas as
areas cerebrais (Lucki, 1998; Hornung, 2003; Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008). A 5-HT (5-
hidroxitriptamina) é formada nos corpos celulares dos neurdnios serotoninérgicos a partir do
aminodcido L-triptofano que, por sua vez, atravessa a barreira hematoencefalica por difusdo
facilitada através de um transportador de aminoacidos neutro (Pardridge & Oldendorf, 1975; Filip et
al., 2005; Nichols & Nichols, 2008). O anel do L-triptofano é hidroxilado a L-5-hidroxitriptofano (5-
HTP) pela enzima triptofano hidroxilase (TPH) e transformado em 5-HT por descaborxilagao da cadeia
lateral pela enzima descarboxilase do aminoacido aromatico (Figura 1.3) (Filip et al., 2005; Ni &
Watts, 2006; Nichols & Nichols, 2008). A despolarizacdo nos terminais dos axdnios serotoninérgicos
induz o influxo de iBes calcio (Ca®*) e a fusdo das vesiculas sindpticas que contém armazenada a
bioamina biossintetizada, capturada do citoplasma neuronal por acdo do transportador monoamina
vesicular, com a membrana celular (Figura 1.3) (Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008). A 5-HT
libertada difunde-se no espaco sinaptico e interage com os recetores localizados na membrana pds-
sindptica, iniciando-se a respetiva cascata de sinaliza¢do no interior da célula (Figura 1.3) (Nichols &
Nichols, 2008). Gaddum & Picarelli (1957) foram os primeiros a sugerir a existéncia de mais do que
um tipo de recetor de 5-HT: D que podia ser bloqueado pela dibenzilina e M pela morfina. Em 1993,
o “Serotonin Club Receptor Nomenclature Comitee (NCSC)” propO6s um novo sistema de
nomenclatura baseado na informacdo operacional, estrutural e transducional (Humphrey et al.,
1993), subsequentemente aprovada pelo “Receptor Nomenclature Comitee of the International
Union of Pharmacology (NC-IUPHAR)” (Hoyer et al., 1994). A classificacdo em vigor tem vindo a ser
progressivamente adaptada para incluir a informacao disponivel, sendo reconhecidos 7 classes ou
familias: 5-HTR1 (5-HTR1a, 5-HTR1g, 5-HTR1p, 5-HTR1e € 5-HTR1f), 5-HTR2 (5-HTR24, 5-HTR28 € 5-HTR2(c),
5-HTRs (5-HTR3a, 5-HTR3g € 5-HTR3c), 5-HTR4, 5-HTRs (5-HTRsa, 5-HTRsg), 5-HTRe € 5-HTR7 (Sharman
et al., 2013). O 5-HTR3 pertence a familia dos recetores ionotrdpicos e os restantes estdo acoplados
a proteinas G (GPCRs) (Sharman et al., 2013). A acdo sindptica é terminada pela recaptura da 5-HT
do espaco sinaptico para os neurdnios serotoninérgicos pelo transportador membranar de 5-HT

(SERT), localizado nos axdnios, corpos e/ou dendrites, ficando armazenada nas vesiculas e disponivel
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para iniciar um novo ciclo (Figura 1.3) (Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008). A 5-HT que ndo é
armazenada, permanecendo livre no citoplasma, é oxidada para aldeido e posteriormente para o
metabolito 5-HIAA pela enzima intracelular monoamina oxidase (MAQO), sobretudo do tipo A (Figura

1.3) (Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008).
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Figura 1.3 Representacdo esquematica da biossintese, neurotransmissdo e metabolismo da serotonina (5-HT). O
aminoacido L-triptofano é hidroxilado a L-5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase e transformado
em 5-HT através da enzima descarboxilase do aminoacido aromatico. A despolarizacdo nos terminais dos axonios
serotoninérgicos induz o influxo de ides Ca’* e a fus3o das vesiculas sindpticas que contém armazenada a 5-HT
biossintetizada com a membrana celular. A 5-HT difunde-se no espago sinaptico e interage com os recetores. A 5-HT é
recapturada do espaco sinaptico pelo transportador de 5-HT (SERT) e armazenada em vesiculas. A 5-HT que permanece
livre no citoplasma é catabolizada pela monoamina oxidase (MAO) para o metabolito acido 5-hidroxiindol-acético (5-
HIAA) (adaptado de Nichols & Nichols, 2008).
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1.3.2. O recetor 5-HTRza

O recetor 5-HTR.a tem recebido especial aten¢do devido ao papel importante que
desempenha em algumas fungdes cognitivas, tais como na aprendizagem e na meméria (Buhot et al.,
2000; Harvey, 2003). Além disso, tem-se mostrado relevante numa variedade de doencgas
neuropsiquiatricas, citando-se a esquizofrenia, doenga bipolar, depressao, ansiedade, disturbios
obsessivo - compulsivos e suicidio (Norton & Owen, 2005). Varios estudos tém averiguado o
envolvimento do 5-HTRa na DA: Reynolds et al. (1984) identificaram a reduc¢do do 5-HTRza no cértex
frontal nas preparacdes pds-mortem de doentes com DA, Blin et al. (1993) no cértex temporal,
parietal, temporo - parietal e occipital e Lai et al. (2005) sugeriram que a diminuicdo do 5-HTR2a na
regido neocortical do lobo temporal poderia implicar um declinio cognitivo mais rapido na DA. No
entanto, poucos estudos se tém focado no possivel papel que este recetor pode desempenhar na
etiopatogenia da DLFT: Procter et al. (1999) identificaram uma diminuicdo estatisticamente
significativa do 5-HTR2a nos lobos frontal e temporal enquanto Franceschi et al. (2005) observaram
uma reducdo significativa da densidade cerebral do 5-HTRa no cértex das regides orbitofrontal,
frontal mesial e cértex cingulado. Variacdes de sequéncia no gene HTR2A, codificante do recetor 5-
HTR2a, tém sido estudadas como possiveis candidatos funcionais em varias doengas, tais como na
esquizofrenia, disturbios obsessivo - compulsivos, suicidio e DA (Norton & Owen, 2005). Por exemplo
avaria¢ao de sequéncia c.102C>T no gene HTR2A tem sido associada a alucinagdes visuais e auditivas,
psicose, depressao e delirios na DA (Holmes et al., 1998; Nacmias et al., 2001; Holmes et al., 2003;
Lam et al.,, 2004). Sabendo que é frequente observar-se uma sobreposicdo clinica com a DLFT
(Grazina et al., 2004), é relevante averiguar o possivel envolvimento do gene HTR2A na DLFT.

O gene HTR2A foi mapeado no cromossoma 13q14 - g21 (Hsieh et al., 1990; Sparkes et al.,
1991; Chen et al., 1992) e, até ao momento, foram identificadas as isoformas NM_000621.4 e
NM _001165947.2 codificantes de proteinas com 471 (NP_000612) e 387 (NP_001159419)
aminodcidos, respetivamente (UCSC Genome Browser, Fujita et al., 2011). Conforme representado
na Figura 1.4, a estrutura da isoforma NP_000612, obtida a partir da base de dados “G Protein -
Coupled Receptor” (Vroling et al., 2011), pode ser dividida em trés dominios: extracelular (inclui o
terminal aminico e os loops extracelulares E1, E2 e E3 entre as hélices transmembranares TM2 - 3,
TM4 -5 e TM6 - 7, respetivamente), de membrana (constituida pelas sete hélices transmembranares
TM1, TM2, TM3, TM4, TM5, TM6 e TM7) e o intracelular (inclui o terminal carboxilico e os loops

intracelulares 11, 12 e I3 entre as hélices transmembranares TM1 - 2, TM3 - 4 e TM5 - 6,
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respetivamente). O dominio intracelular possui locais para interagir com varias proteinas G e efetores
para a transducdo dos sinais extracelulares (Raymond et al., 2006). A principal via de traducdo do
sinal ocorre através da ativagdo da fosfolipase C-B (PLC-B) pela proteina Gag/11, resultando na
hidrdlise do fosfolipido membranar fosfatidilinositol-1,4-bifosfato (PIP2) nos segundos mensageiros
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (Berridge, 1983; Berridge et al., 1983; Conn &
Sanders-Bush, 1984; Roth et al., 1984; Nichols & Nichols, 2008). As propriedades hidrofilicas do IP3
possibilitam a ativacdo dos canais de Ca?* dependentes de ligandos na membrana do reticulo
endoplasmatico, com a subsequente libertacdo de Ca®* intracelular (Raymond et al., 2006; Nichols &
Nichols, 2008). O DAG, que é hidrofébico, juntamente com o Ca?*, ativa a proteina cinase C que
fosforila numerosos substratos nos residuos de serina e treonina (Azzi et al., 1992; Raymond et al.,
2006; Nichols & Nichols, 2008). Nos humanos, o recetor 5-HTR;a foi identificado em varios tecidos ou
tipos celulares, tais como nas plaquetas (Cook et al., 1994), nos intestinos (Kuemmerle et al., 1995),
na placenta (Sonier et al., 2005), nos mondcitos e linfécitos (Yang et al., 2006), nos fibroblastos em
cultura (Akin et al., 2004; Myers et al., 2007) e no cérebro (Hall et al., 2000; Sugden et al., 2009),
contribuindo para varios processos fisioldgicos, como por exemplo a contracdo muscular, a
agregacao plaquetar, a vasoconstricao e funcdes no SNC (Raymond et al., 2006; Hannon & Hoyer,

2008).
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Figura 1.4 Representacdo da estrutura da isoforma NP_000621 do recetor 5-HTR2a humano obtida a partir da base de dados “G Protein - Coupled Receptor” (Vroling et al.,
2011). As cores codificam propriedades dos residuos (polar, neutra ou carregada; hidrofébica, aromatica ou alifatica). Partes da sequéncia foram deletadas devido a presenca
de loops demasiado longos (representados por “...”). E - loops extracelulares, | - loops intracelulares, TC - terminal carboxilico, TM - hélices transmembranares e TN - terminal

aminico.
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Neste estudo pretendia-se averiguar o envolvimento do gene HTR2A na patogénese da

DLFT. Com esta finalidade, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

» Analisar a sequéncia do gene HTR2A para identificacdo de variacdes de sequéncia que

pudessem eventualmente estar associadas ao fenétipo clinico de DLFT.

» Correlacionar as variacbes de sequéncia no gene HTR2A que tém como consequéncia a
alteragcdo de aminoacido ou que se localizam em regiGes reguladoras, com as caracteristicas
clinicas dos doentes, no sentido de analisar a possibilidade de constituirem fatores de risco
para alguma particularidade da doenga, bem como averiguar se ocorrem em frequéncias
alteradas comparativamente a um grupo controlo, através de um estudo de associa¢do caso

- controlo.

» Analisar o impacto funcional da variacdo de sequéncia rs#3125, localizada na regido
reguladora ndo traduzida 3’ (3’UTR) do gene HTR2A, no seguimento de um resultado
significativo no estudo de associacdo, no grupo de mulheres com diagndstico provavel de

vcDFT.
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3.1. Amostragem

O projeto em que se inclui este trabalho foi previamente aprovado pela Comiss3o de Etica
para a Saude do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, E.P.E.. Todos os participantes ou os
seus representantes legais deram o seu consentimento informado, apds receberem informacdes

detalhadas sobre a natureza e objetivos do estudo.

3.1.1. Doentes com diagnostico provavel de Degenerescéncia Lobar Frontotemporal para

analise do gene HTR2A

Neste estudo foram incluidos 70 doentes com diagndstico provavel de DLFT avaliados na
Consulta de Deméncias do Servico de Neurologia no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra,
E.P.E., de acordo com critérios padronizados (Neary et al., 1998; Rascovsky et al., 2011). Dos 70
doentes, 39 sdo mulheres e 31 homens, com idade compreendida entre os 38 e 82 anos, média de

63 £ 11 anos (Tabela 3.1).

3.1.2. Grupos para a correlagdo genétipo - fenétipo

Os processos correspondentes aos 70 doentes com diagnéstico provavel de DLFT foram
consultados e a informacdo relativa a variante clinica, histéria clinica pessoal e familiar, idade de
inicio, depressdo, agressividade e resultados dos testes de Mini Mental State Examination (MMSE) e
Clinical Dementia Rating (CDR) foi examinada. Para estabelecer a idade de inicio precoce ou tardia,
foi considerado o valor de corte nos 65 anos de idade, com base em McMurtray et al. (2006). Na
analise descritiva das informacdes clinicas, foram calculadas frequéncias para as varidaveis nominais,
e médias e desvios - padrdo para varidveis cujo nivel de mensuracdo fosse intervalar.

Para constituir o grupo controlo, foram analisados 92 individuos que n3do apresentam
guaisquer sinais de altera¢des neuroldgicas nem a doenga em estudo, voluntdrios, ndo relacionados
por graus de parentesco. O grupo incluiu 59 mulheres e 33 homens, com idades entre os 30 e 96
anos, média de 58 *+ 14 (Tabela 3.1). Dos 92 individuos saudaveis, 55 tinham menos de 65 anos de

idade.
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Tabela 3.1 Distribuicdo do nimero de doentes com diagndstico provavel de DLFT e de
individuos saudaveis por género, idades minima e maxima, média e desvio-padrao.

Grupo n Feminino Masculino Minimo (anos) Maximo (anos) Média +*DP
DLFT 70 39 31 38 82 63 11
Controlo 92 59 33 30 96 58 14

Abreviaturas: DLFT - Degenerescéncia Lobar Frontotemporal, n - nimero de individuos e DP -
desvio-padrao.

3.1.3. Grupos para estudo de genédmica funcional da variagao de sequéncia rs3125

Foram incluidas 7 mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e 10 mulheres saudaveis
(Tabela 3.2), a partir da amostragem do estudo de correlagdo gendtipo - fendtipo (Seccdo 3.1.2.). As
idades oscilaram entre os 52 e 79 anos, com a média de 69 + 11 no grupo das doentes, e entre os 37

e 64 anos, com a média de 45 + 10 no grupo das mulheres saudaveis (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Distribuicdo do ndmero de mulheres com diagndstico
provavel de vcDFT e saudaveis por idades minima e maxima, média e
desvio-padrao, para o estudo da varia¢do de sequéncia rs3125.

Grupo n Minimo (anos) Maximo (anos) Média +DP
VcDFT 6 52 79 69 11
Controlo 10 37 64 45 10

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Deméncia
Frontotemporal, n - nimero de individuos e DP - desvio-padrao.
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3.2 Metodologias experimentais

3.2.1. Analise do gene HTR2A em doentes com diagndstico provavel de Degenerescéncia

Lobar Frontotemporal

O gene HTR2A foi analisado comparativamente a sequéncia de referéncia, identificada pelo
numero de acesso NG_013011.1 na base de dados NCBI (Benson et al., 2013), em 70 doentes com
diagndstico provavel de DLFT para a identificagao de variagdes de sequéncia. Com esta finalidade, o
DNA correspondente a cada individuo foi isolado, previamente a este estudo, utilizando o método
de extracdo por fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 1987; Moore, 1997). A sequéncia do gene HTR2A
(os exdes e respetivas regides adjacentes, bem como a presenca da delecdo identificada pelo
rs71790269 (Sherry et al., 2001)) foi analisada pelo método de sequenciacdo de Sanger (Sanger et
al., 1977; Smith et al., 1985; Smith et al., 1986; Prober et al., 1987; Rosenblum et al., 1997). A técnica
de Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP, Deng, 1988)
foi utilizada para confirmar as variacdes de sequéncia consideradas mais relevantes. As condicées de
trabalho incluiram areas de pré e pds PCR separadas, para reduzir a amplificacdo de sequéncias
através de aerossois, conforme recomendado, evitando contaminacdes, (Bej et al., 1991; Stirling,
2003a; Wallace, 2004; Viljoen et al., 2005) e segundo a pratica do Laboratério de acolhimento. O
Software Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 2000) foi usado para o desenho dos primers (Invitrogen,

California, U.S.A.).

3.2.1.1. DNA: isolamento e quantificacao

Foram usadas amostras de DNA, da DNAteca do Laboratério de Bioquimica Genética,
previamente extraidas a partir de 5 a 10mL de sangue periférico, por pun¢do venosa, para tubos
contendo o anti-coagulante acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA). A extracdo foi realizada de
acordo com o método de extracdo por fenol-cloroféormio previamente descrito (Sambrook et al.,
1987; Moore, 1997). A concentracdo e o grau de pureza do DNA extraido foram estimadas por
espectrofotometria no quantificador automatico NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer e com o
auxilio do Software NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer v.3.7 (ambos da Thermo Scientific,
Delaware, U.S.A.), usando 2 pL de DNA. A concentracdo do material genético foi determinada pela

leitura da densidade ética (DO) a 260 nm, correspondente a média da luz ultravioleta (UV) absorvida
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pelas bases nitrogenadas dos nucledtidos individuais (Heptinstall & Rapley, 2000), e o grau de pureza
foi avaliado pela razdo da DO a 260 e a 280nm (DO260/D0O2s0). A amostra foi considerada com pureza
adequada quando o quociente estava compreendido entre 1,8 e 2,0, indicativo da absorg¢do devida
aos nucleétidos constituintes do DNA. Quando os valores foram inferiores a 1,8 ou superiores a 2,0
identificam a presenga de contaminantes, tais como proteinas e fenol (Teare et al., 1997; Bohorova
et al., 1999; Heptinstall & Rapley, 2000). A conversdo das leituras de absorvancia para a concentragao
baseia-se na lei de Beer-Lambert, considerando uma unidade de DO a 260nm correspondente a
aproximadamente 50ng/uL de DNA de cadeia dupla e comprimento de trajetéria da luz 0,1cm

(Bohorova et al., 1999; Heptinstall & Rapley, 2000; Thermo Scientific, 2008).

3.2.1.2. Andlise da sequéncia do gene HTR2A

A técnica de PCR foi desenvolvida pelo Dr. Kary Banks Mullis em 1985 (Saiki et al., 1985; Mullis
et al., 1986; Mullis & Faloona, 1987; Mullis, 1990) e tornou possivel que a quantidade de DNA
existente numa amostra deixasse de ser limitante na investiga¢ao ou no diagndstico (Viljoen et al.,
2005). A PCR baseia-se no processo de replicacio do DNA que ocorre in vivo e possibilita a
amplificacdo rapida de sequéncias especificas, selecionadas do genoma, através de uma sintese in
vitro, devido a complementaridade das bases de nucleétidos e no facto de que a dupla hélice se
separa em cadeias Unicas perante variacdes na temperatura acima de 90°C (Bej et al., 1991; Bartlett
& Stirling, 2003; Viljoen et al., 2005; Fairchild et al., 2006; Kleparnik & Bocek, 2007). Contudo, ndo
existe um protocolo apropriado para todas as reagdes e, por conseguinte, as condi¢des necessarias
para a amplificacdo dos fragmentos delimitados por cada par de primers desenhados foram
otimizadas de acordo com os seguintes parametros: qualidade e concentracdo do DNA molde,
concentracdo dos primers, do magnésio (Mg**), dos desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTPs),
selecdo e concentracdo da DNA polimerase, condi¢cdes do programa, utilizacdo de aditivos (como
dimetilsulféxido) e o recurso a técnica de “hot start” (Innis & Gelfand, 1990; Bej et al., 1991;
Grunenwald, 2003; Liibeck & Hoorfar, 2003). Neste estudo, foram usados 50ng de DNA, mistura de
dNTPs a 2mM, 1 unidade de Tag DNA polymerase e o respetivo tampao (todos da GE Healthcare,
Buckinghamshire, U.K.) e 2 pmol de cada primer (Tabela 3.3) para um volume total de 10uL. As
amostras foram amplificadas no TGradient thermocycler (Biometra, Géttingen, Germany) de acordo
com seguintes parametros: (passo 1) desnaturacdo a 95°C durante 5 minutos; (passo 2) 35 ciclos de

desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, annealing a temperatura compreendida entre 60 a 64°C
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durante 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos. Para a andlise da delecdo rs71790269 foi
usada a enzima Phire Hot Start || DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finland), devido a
processividade superior e capacidade de amplificar fragmentos de DNA até 7,5kb, de acordo com as
instrucoes do fabricante (Finnzymes, 2008) e com os primers apropriados (Tabela 3.3). Para minimizar
a ocorréncia de contamina¢bes foram incluidos controlos positivos (DNA molde, assegurando

reprodutibilidade) e negativos (sem DNA).

Tabela 3.3 Primers desenhados para a
amplificacdo das regides alvo no gene
HTR2A.

Posi¢do Dire¢do Fragmento (pb)
47471361 Forward

47470570 Reverse 813
*
47470538 Forward 1283
47469279  Reverse
47470208 Forward 950
47469279  Reverse
47466902 Forward 562
47466360* Reverse
47409952 Forward 1228

47408751 Reverse
*  Primers flanqueadores da delecdo
rs71790269. Sdo obtidos fragmentos com
1298pb e 4202pb na presenca e auséncia da
delegdo respetivamente.
PosicGes obtidas na base de dados UCSC
Genome Browser (Fujita et al., 2011).

A presenca dos produtos amplificados por PCR (Tabela 3.3) foi determinada através da sua
visualizag3o e separac3o por eletroforese, em gel Seakem®LE agarose (Lonza, Maine, U.S.A.) a 1%
w/v com 0,1 mg/L de brometo de etideo (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden), de acordo com
o peso molecular, apds a aplicacdao de corrente elétrica. No caso do DNA, este método ¢é aplicavel
porque, na presenca de um tampao a pH 8, as moléculas adquirem carga total negativa migrando em
dire¢do ao catodo (Bowen et al., 2000; Viljoen et al., 2005). O tampao de aplicagdo [0,05% azul de
bromofenol (USB Corporation, Ohio, U.S.A.), 50% glicerol (Invitrogen™, California, U.S.A.), 1%SDS e
0,1M EDTA (ambos da Sigma-Aldrich, Missouri, U.S.A.), pH 8] foi adicionado aos produtos de
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amplificacdo na proporg¢do de 1:1 e a mistura foi aplicada no gel polimerizado, bem como 2uL do
marcador de peso molecular adequado (Fermentas, California, U.S.A.). A observacdo nitida dos
fragmentos foi conseguida pela realizacdo da eletroforese a 3 V/cm em tampéao TBE1x (Bio-Rad,
Lisboa, Portugal). As bandas de DNA foram visualizadas no transiluminador Molecular Imager®
ChemiDoc™ XRS+ Imaging System, devido a emissao de fluorescéncia laranja pelo brometo de etideo
sob irradiacdo UV quando intercalado entre as bases dos acidos nucleicos (Bowen et al., 2000; Viljoen
et al., 2005; Fairchild et al., 2006), e o resultado foi registado pela captura das imagens através de
uma camara digital com recurso ao Software Quantity One-4.6.9 (ambos da Bio-Rad, Berkeley,
US.A.).

Os produtos amplificados por PCR foram purificados pelo método estabelecido por Werle et
al. (1994), que consiste na adicdo de duas enzimas hidroliticas: a exonuclease | (Exo /), que degrada
os primers residuais através da atividade de nuclease 3’-5’, e a Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP),
gue catalisa a remocgdo dos grupos 5’ fosfato nos dNTPs livres inativando a sua incorpora¢do nos
produtos de sequenciacdao (Werle et al., 1994; Dugan et al., 2002). O procedimento consistiu na
adicdo direta destas enzimas contidas na solucdo ExoSAP-IT® (USB® Corporation, Ohio, U.S.A),
2uL/amostra. Contudo, a identificacdo da delegdo rs71790269 em heterozigotia implicou a extragdo
do gel de agarose da banda de 1298pb e posterior purificacdo sob centrifugacdo usando os tampdes
fornecidos no kit comercial QIAquick® Gel extraction (Qiagen, Hilden, Germany). A presenca do
produto extraido foi confirmada num gel de agarose.

A sequenciacao dos acidos nucleicos é a anadlise mais precisa para a determinacgdo dos
nucledtidos de um fragmento de DNA amplificado por PCR (Viljoen et al., 2005). Os fundamentos
foram estabelecidos por Sanger e colaboradores (1977), quando desenvolveram o método baseado
na interrupcdo controlada da replicacdo enzimatica: um primer hibridizava com o DNA molde de
cadeia Unica e era extendido pela DNA polimerase na presenca de quatro dNTPs e de um terminador
da cadeia ou 2', 3'-di-desoxi-nucleétido (ddNTP), dos quatro possiveis, marcado radioativamente. Os
produtos de cada reacdo eram aplicados em paralelo num gel de acrilamida desnaturante, resolvidos
por eletroforese e visualizados por autoradiografia, obtendo-se um padrao de bandas a partir do qual
a sequéncia era lida. Atualmente, a marcacao radioativa foi substituida por fluorescéncia, tendo sido
0 processo automatizado, usando quatro ddNTPs com fluorocromos diferentes, com o mesmo
comprimento de onda de excitacao e diferentes espectros de emissao (Smith et al., 1985; Smith et
al., 1986; Prober et al., 1987; Rosenblum et al., 1997; Daniels, 2003; Stirling, 2003b; Metzker, 2005;

Shendure et al., 2008). Neste estudo, a reacdo de sequenciacdo foi realizada recorrendo ao kit
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comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, California, U.S.A.), usando
10ng de produto de PCR purificado e o primer apropriado. A mistura foi colocada no TGradient
thermocycler (Biometra, Géttingen, Germany), de acordo com os parametros definidos pela Applied
Biosystems (Applied Biosystems, 2010a). Para além dos primers usados previamente para amplificar
a regido alvo (Tabela 3.3), foram usados também primers internos (posicdes 47409452 (forward),
47409435 (reverse) e 47409071 (reverse) na sequéncia do DNA, Fujita et al., 2011), para assegurar a
analise indubitavel do gene HTR2A e confirmar as variagdes de sequéncia identificadas em ambos os
sentidos.

Posteriormente, as amostras de DNA foram purificadas pelo método de precipitagdo com
etanol (adaptado de Wallace, 2004) para remover os terminadores em excesso e sais constituintes
do tampdo que interferem com as injecoes eletroforéticas e a sequenciacdo (Kheterpal & Mathies,
1999). Ao produto total da reacdao de sequenciacdo foram adicionados agua e etanol (Merck,
Darmstadt, Germany) a 95% (v/v), na propor¢do 5:4:16. A separagdo efetuou-se por centrifugacdo
(Sigma Laboratory Centrifuges 4K15C, Sartorius AG, Géttingen, Germany) a 2500xg por 30 minutos.
Adicionaram-se 75uL de etanol a 70% ao sedimento e centrifugou-se durante 10 minutos a 2000xg.
Os sedimentos foram ressuspensos em 20uL do desnaturante Hi-Di™ Formamide e colocados no
sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer (ambos da Applied Biosystems, California, U.S.A.). A
separac¢do dos fragmentos ocorreu de acordo com o tamanho, através de uma eletroforese capilar,
com a elevada resolucdo a uma base, e a base terminal de cada fragmento foi identificada pelas
emissGes de fluorescéncia detetadas, resultantes da excitacdo provocada pelo laser de argon
incidente nos fluoréforos dos ddNTPs (Stirling, 2003b; Metzker, 2005; Kleparnik & Bocek, 2007;
Shendure et al., 2008). Os dados produzidos foram importados e processados diretamente para o
Software 3130 Genetic Analyzer Data Collection v3.1, as sequéncias obtidas foram analisadas com
recurso ao Software Sequencing Analysis v5.4 e comparadas com a sequéncia de referéncia através
do Software SeqScape v2.5 (todos da Applied Biosystems, California, U.S.A.). A qualidade e a analise
das sequéncias foram confirmadas por um investigador qualificado e independente. As variacoes de
sequéncia identificadas foram descritas de acordo com a Human Genome Variation Society (Dunnen

& Antonarakis, 2001).

34



Analise do gene HTR2A na Degenerescéncia Lobar Frontotemporal

3.2.1.3. Confirmagao das variagdes de sequéncia por PCR-RFLP

Os gendtipos obtidos para as variagées de sequéncia rs6312, rs1805055, rs6313, rs6314 e
rs3125 foram confirmados por PCR-RFLP (Deng, 1988). As condi¢cGes para amplificar por PCR as
regides que possuem as alteragdes rs6312, rs1805055 e rs6314 correspondem as descritas
anteriormente (Seccdao 3.2.1.2.). A regido flanqueadora da variagdo de sequéncia rs6313 foi
amplificada usando os primers nas posicoes 47470046 (forward) e 47469724 (reverse) na sequéncia
do DNA (Fujita et al., 2011). Como nenhuma enzima de restricao (ER) reconhecia a regido com a
alteracao rs3125, o Software GAMPD foi utilizado para a criacdo de um local artificial (Yang et al.,,
2012). Por conseguinte, a regido foi amplificada por PCR usando o primer forward mismatch na
posicao 47408852 e o reverse na 47408751 (Fujita et al., 2011), de acordo com as condicGes referidas
na Secc¢do 3.2.1.2.. Posteriormente, o produto amplificado foi submetido a agdo de uma ER (existente
naturalmente nas bactérias defendendo-as contra a incorporagao de DNA estranho pela clivagem em
locais especificos) cuja sequéncia reconhecida contém a variacdo de sequéncia a analisar (Deng,
1988; Taylor & Taylor, 2004; Viljoen et al., 2005; Kleparnik & Bocek, 2007; Ota et al., 2007;
Rasmussen, 2012). A presenca ou auséncia da sequéncia reconhecida pela ER resulta na formacdo de
fragmentos com tamanhos diferentes (Rasmussen, 2012). Por conseguinte, a visualizacdo dos
produtos de digestdo por eletroforese torna possivel a identificacdo alélica (Rasmussen, 2012). O
Software In silico “simulation of molecular biology experiments” (Bikandi et al., 2004) foi utilizado
para selecionar as ER apropriadas para genotipar as variacées de sequéncia. Foi usada 1 unidade de

ER (Tabela 3.4), em tampao 1x, para a andlise de restricdo do produto amplificado.

Tabela 3.4 Enzimas de restricdo usadas para a genotipagem de cada variagdo de
sequéncia e respetivos fragmentos produzidos.

RefSNP (rs#) Enzimas de restricio Alelo wild type (pb) Alelo variante (pb)

rs6312 Cfri3l 699, 114 444,255, 114
rs1805055 Mval 549, 262, 139 549,401
rs6313 Mspl 217,125 342
rs6314 Mva12691 944, 284 1228
rs3125 HpyCHA4lll 101, 23 124

A HpyCH4lIIl é da New England BiolLabs ®, Massachusetts, U.S.A. e as restantes da
Fermentas, Vilnius, Lithuania.
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A reacdo de RFLP foi otimizada usando DNA amplificado de individuos portadores de
gendtipos diferentes determinados por sequenciacao. Foi incluido um controlo positivo, DNA com o
local de restricao da enzima de modo a assegurar a sua atividade, e um controlo nao digerido, tal
como é recomendado (Ota et al., 2007). Apds a incubagao das misturas a 37°C na GFL-3032 shaking
incubator (GFL, Burgwedel, Germany), durante a noite, os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 3%, 2,5%, 3,5% e 2% para as variacdes de sequéncia rs6312;
rs1805055; rs6313 e rs3125; rs6314, respetivamente. A eletroforese foi realizada a 3V/cm durante

30 minutos e a 2,2V/cm por 90 minutos.

3.2.2. Correlagao genétipo - fenétipo

As variagGes de sequéncia consideradas mais relevantes no gene HTR2A foram genotipadas
nos grupos de doentes e de controlos pelos métodos de minissequenciacao (Sokolov, 1990; Syvdanen
et al., 1990; Kuppuswamy et al.,1991; Pastinen et al., 1996; Shumaker et al., 1996; Tully et al., 1996;
Pastinen et al., 1997; Piggee et al., 1997), sequencia¢do de Sanger (Sanger et al., 1977; Smith et al.,
1985; Smith et al., 1986; Prober et al., 1987; Rosenblum et al., 1997) e PCR-RFLP (Deng, 1988).
Finalmente, foi efetuada uma analise estatistica para identificar variagcdes de sequéncia que possam

constituir fatores de risco para a DLFT.

3.2.2.1. Genotipagem das variacoes de sequéncia

O método de minissequenciacdo foi desenvolvido para a genotipagem de uma variacdo de
sequéncia através da extensdo pela DNA polimerase na extremidade 3’ de um primer hibridizado na
posicdo imediatamente adjacente a do local polimdrfico a analisar de um nucledtido trifosfato
marcado e complementar (Sokolov, 1990; Syvdnen et al.,, 1990; Kuppuswamy et al.,1991).
Atualmente, este método possibilita a genotipagem simultanea de varias altera¢des, em diferentes
posicGes no DNA, através da utilizacdo de primers com tamanhos diferentes (indicam a posicdo da
alteracdo) e de ddNTPs marcados com corantes fluorescentes distintos (identificam o nucledtido
polimdrfico em cada local) (Pastinen et al., 1996; Shumaker et al., 1996; Tully et al., 1996; Pastinen
et al., 1997). Este método foi utilizado para a genotipagem das variacdes de sequéncia rs6315,
rs6316, rs6312, rs6310, rs7996679, rs1805055, rs6313 e rs6314 no grupo controlo. Com esta

finalidade, os pares de primers caracterizados na Tabela 3.3, relativos aos fragmentos com 813pb,
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1283pb, 950pb e 1228pb, foram usados para amplificar, por PCR, as regiGes que possuem as
variacdes de sequéncia rs6315, rs6316, rs6312; rs6310, rs7996679; rs1805055, rs6313; rs6314,
respetivamente. A mistura constituida por 1uL de cada um dos quatro produtos amplificados foi
purificada com ExoSAP-IT® (USB® Corporation, Ohio, U.S.A.) e posteriormente submetida a reacdo de
minissequenciagdo. Foram usados os primers caracterizados na Tabela 3.5 (a extremidade 3’ é
complementar a base adjacente ao residuo polimérfico) e o kit comercial ABI Prism® SNaPshot™
Multiplex (Applied Biosystems, California, U.S.A.), de acordo com o protocolo recomendado (Applied

Biosystems, 2010b).

Tabela 3.5 Caracterizagdo dos primers
desenhados para a reagdo de
minissequenciagao.

RefSNP (rst#f)  Posi¢do Diregao
rs6315 47471314 Forward
rs6312 47470794  Reverse
rs6310 47470353 Forward

rs1805055 47469969 Forward
rs7996679 47470294 Forward
rs6313 47469885 Reverse
rs6316 47471163 Reverse
rs6314 47408969 Reverse

Posi¢cGes obtidas na base de dados UCSC
Genome Browser (Fujita et al., 2011).

Em todas as reacbes foram usados controlos positivo e negativo (sem DNA). O controlo
positivo foi criado através da mistura constituida por DNA amplificado de doentes portadores de
gendtipos heterozigdticos para todas as variacbes de sequéncia a analisar, determinados
previamente por sequenciacdao (Seccdo 3.2.1.2.). Para o rs6316, foi produzida uma amostra
heterozigdtica através da amplificacdo por PCR usando o primer forward mismatch localizado na
posicao 47471218, o reverse na 47471118 (Fujita et al., 2011) e as condi¢Ges descritas na Seccdo
3.2.1.2.. O produto total da reacdo de minissequenciacao foi purificado para a remocgao dos ddNTPs
marcados livres (Syvdanen, 1999; Makridakis & Reichardt, 2001), pela adicdo da SAP (USB®

Corporation, Ohio, U.S.A.), 1 unidade/amostra. A mistura constituida por 1uL do produto purificado
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com a SAP, Hi-Di™ Formamide e o marcador de peso molecular LIZ-GeneScan™-120 LIZ® Size
Standard foi colocada no sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer (todos da Applied
Biosystems, California, U.S.A.). Os dados produzidos foram importados e processados para o
Software 3130 Genetic Analyzer Data Collection v3.1 e analisados recorrendo ao Software
GeneMapper v4.1 (ambos da Applied Biosystems, California, U.S.A.), para a determinagdo dos
genotipos.

As varia¢Oes de sequéncia rs36212789, rs3125 e rs58145637 foram genotipadas no grupo
controlo por sequenciacdo de Sanger, conforme descrito na Sec¢do 3.2.1.2..

A variacdo de sequéncia rs6311 foi genotipada em ambos os grupos por PCR-RFLP conforme
descrito na Seccdo 3.2.1.3.. A regido flanqueadora foi amplificada por PCR usando os primers nas
posicOes 47471694 (forward) e 47471118 (reverse) (Fujita et al., 2011) na sequéncia do DNA. O
produto amplificado (597pb) foi digerido pela ER Mspl e os fragmentos visualizados num gel agarose

a 3%: 362pb e 235pb na presenca do alelo wild type (G) e 597pb do variante (A).

3.2.2.2, Analise estatistica de dados genéticos

As variacOes de sequéncia genotipadas no grupo de doentes foram correlacionadas com as
caracteristicas clinicas respetivas. As frequéncias genotipicas e alélicas foram comparadas entre os
subgrupos de género (feminino versus masculino), idade de inicio (ponto de corte 65 anos),
depressdo (positiva versus negativa), agressividade (positiva versus negativa), histéria familiar
(positiva versus negativa), MMSE (presenca versus auséncia de défice cognitivo) e CDR (0,5+1 versus
2+3 e 0,5+1+2 versus 3).

Adicionalmente, as frequéncias genotipicas e alélicas correspondentes as variacdes de
sequéncia genotipadas nos doentes foram comparadas com o grupo controlo, incluindo os respetivos
subgrupos de género (mulheres doentes versus mulheres sauddveis, homens doentes versus homens
saudaveis) e idade (idade de inicio dos sintomas inferior a 65 anos versus controlos com menos de
65 anos, idade de inicio dos sintomas igual ou superior a 65 anos versus controlos com 65 anos ou
mais).

Todas as comparagdes foram realizadas recorrendo ao teste ndo paramétrico de 2 e o teste
exato de Fisher, usando tabelas de contingéncia 2x3 para as frequéncias dos gendtipos e 2x2 para as
alélicas. Ambos os testes foram realizados segundo os algoritmos integrados no Software GraphPad

PRISM Version 3.00 (Motulsky, 1999), tendo sido definidos os limites dos intervalos de confianca de
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95%. A estatistica inferencial foi usada para testar a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas entre as variaveis, aceitando-se o nivel de significancia (p) inferior a 0,05. O equilibrio
de Hardy - Weinberg (EHW) foi averiguado em todas as amostragens pela comparagao dos genétipos
observados com os esperados. Esse fendmeno sustenta que, na auséncia de migracdo, mutacdo ou
selecao natural, que iriam alterar as frequéncias alélicas ao longo do tempo, e na presenca de
acasalamento aleatdério numa grande populagao, os dois alelos de um individuo sdo considerados
como ndo estando associados, sendo as frequéncias genotipicas em qualquer locus uma funcao
simples das frequéncias alélicas, mantendo-se aproximadamente constantes entre geragGes (Hardy,

1908; Weinberg, 1908).

3.2.3. Estudo de gendmica funcional da variagdo de sequéncia rs3125

As plaquetas e as células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram isoladas de cada
individuo incluido na amostragem caracterizada na Seccdao 3.1.3.. O RNA foi extraido, o DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970) e a presenca de DNA
gendmico (DNAg) foi verificada por PCR (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis & Faloona, 1987;
Mullis, 1990). O método de sequenciacdo de Sanger (Sanger et al., 1977; Smith et al., 1985; Smith et
al., 1986; Prober et al., 1987; Rosenblum et al., 1997) foi usado para averiguar a presenca das
isoformas do gene HTR2A e determinar a expressao alélica (transcrito) para a variacdo de sequéncia
rs3125. O PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR) (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993) foi

utilizado para a determinacao da expressao relativa das isoformas.

3.2.3.1. Isolamento das plaquetas e das células mononucleares de sangue

periférico

Todo o material usado para o isolamento das plaquetas e das PBMCs foi tratado numa solugao
de 0,1% (v/v) do agente anti-RNAse di-etil-pirocarbonato (DEPC, Sigma-Aldrich, Missouri, U.S.A.) a
37°C, durante a noite. A solucdo foi decantada e o material colocado a 100°C, para secagem, durante
pelo menos 40 minutos, para eliminar o DEPC residual (adaptado de Bartlett, 2003).

As plaquetas foram isoladas a partir de 20 - 30mL de sangue total em EDTA e de acordo com
o0 método descrito por Wang et al. (2003) com algumas adaptacdes. Apds a colheita do sangue, o

plasma rico em plaquetas (PRP) foi imediatamente separado através da centrifugagdo (Sigma
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Laboratory Centrifuges 4K15C, Sartorius AG, Géttingen, Germany) a 200xg durante 10 minutos, em
dois passos consecutivos. No sentido de remover quaisquer células remanescentes de leucécitos e
glébulos vermelhos, o PRP foi novamente centrifugado a 140xg durante 15 minutos. O sobrenadante
foi guardado e as células quantificadas no contador Cell-Dyn 1400 (Abbott, lllinois, U.S.A.). O
sedimento de plaquetas foi obtido pela centrifuga¢do a 4500xg durante 10 minutos.

O sangue obtido apds a remocdo do PRP foi imediatamente usado para o isolamento das
PBMCs através de um gradiente de densidade produzido pelo Ficoll (polimero de sacarose e
epiclorohidrinia com elevado peso molecular) (Béyum, 1968), a partir do procedimento adaptado de
de Wit & Sluiter (2009). O sangue foi diluido com igual volume de PBS-EDTA (140 mM NacCl, 1,5 mM
KH2POg4, 8,1 mM Na;HPOa, 2,7 mM KCl, 2 mM EDTA, pH 7,4, todos da Sigma-Aldrich, Missouri, U.S.A.).
A mistura foi colocada em igual volume de Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Sweden), uma solucdo estéril que possui Ficoll e diatrizoato de sédio com a densidade,
viscosidade e pressdo osmotica necessarias para o isolamento rapido e simples das PBMCs (Ficoll-
Paque, 2007), e centrifugada (Sigma-302K, Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode, Germany) a
800xg durante 20 minutos. O plasma e os linfécitos foram diluidos pela adicdo de trés volumes de
solucdo PBS-EDTA a 4°C, seguindo-se a centrifugacao (Sigma Laboratory Centrifuges 4K15C, Sartorius
AG, Géttingen, Germany) a 140xg durante 15 minutos, a 4°C. O sedimento obtido foi ressuspenso
com um volume de solucdo de lise de glébulos vermelhos (RBCLB: 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs, 1
mM NaEDTA, pH 7,4, todos da Sigma-Aldrich, Missouri, U.S.A.) a 4°C e a centrifugacdo repetida.
Seguiram-se duas novas lavagens do sedimento obtido com PBS-EDTA a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido em 400uL de PBS-EDTA e as células quantificadas no contador Cell-Dyn 1400 (Abbott,

llinois, U.S.A.). O sedimento de PBMCs purificadas foi obtido através da repeticdo da centrifugacao.

3.2.3.2. RNA: isolamento e determinagdo da concentracdo, qualidade e

integridade

A extracdo do RNA a partir das plaquetas e das PBMCs de cada individuo foi realizada em area
restrita e recorrendo ao kit comercial RNeasy® Mini (Qiagen, Hilden, Germany), cujo procedimento
inclui os passos de lise, ligacdo do RNA a membrana e respetiva eluicdo em colunas de spin (Qiagen,
2010). A remocdo do RNA do seu ambiente celular torna-o extremamente fragil e suscetivel a

degradacdo (Bustin & Nolan 2004; Mueller et al., 2004; Schroeder et al., 2006). Por conseguinte, a
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integridade e a qualidade do RNA extraido foram determinadas recorrendo ao kit comercial RNA
6000 Nano LabChip® e ao Software 2100 expert (ambos da Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany), que correlaciona a fluorescéncia medida com a quantidade de RNA existente. O resultado
é traduzido num eletroferograma e na apresentacdo dos valores de quocientes ribossémicos
285/18S, de concentragdo e do numero de integridade de RNA (RIN) compreendido entre 1 e 10
(Mueller et al., 2004; Schroeder et al., 2006). O valor de RIN adequado para analise posterior é acima

de 8 (Mueller et al., 2004; Schroeder et al., 2006).

3.2.3.3. Sintese de DNA complementar

O RNA ndo pode funcionar como molde direto para a PCR e, por conseguinte, a descoberta
de uma enzima capaz de sintetizar DNA a partir de RNA, designada por transcriptase reversa,
possibilitou um aumento notdrio na compreensao da transcricdo genética (Baltimore, 1970; Temin
& Mizutani, 1970). Neste estudo, foi selecionado o protocolo no qual a transcricao reversa e a PCR
ocorrem em passos separados (two-step), pois tem a vantagem de produzir um pool de cDNA estavel
gue pode ser utilizado em varias experiéncias com alvos diferentes (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002).
A sintese de cDNA foi realizada recorrendo ao kit comercial Maxima® First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), seguindo as recomendacdes do fornecedor (Thermo Scientific,
2012). Em cada reacdo foram incluidos dois controlos negativos: o RT™ (reverse transcriptase minus),
gue possibilita a detecdo de uma possivel contaminacdo com DNAg, inclui todos os reagentes para a
reacao de sintese de cDNA exceto a Maxima Enzyme Mix, que é substituida por dgua; o NTC (no
template control), que averigua a ocorréncia de contaminac¢des nos reagentes, possui todos os

componentes exceto o RNA molde, que foi substituido por dgua (Thermo Scientific, 2012).

3.2.3.4. Verificagdao da presenga de DNA gendmico

A presenca de DNAg no cDNA sintetizado foi averiguada através da amplificacdo por PCR
usando os primers produtores do fragmento com 1228pb, caracterizados na Tabela 3.3. Para além
do cDNA sintetizado a partir do RNA de cada individuo, foram incluidos os controlos da sintese de
cDNA: os respetivos RT" e o NTC. Como o primer localizado na posicdo 47409952 (Tabela 3.3) é
intronico, a amplificagdo nas amostras de cDNA e RT  identifica a presenca de DNAg, uma vez que,

apos a transcrigdo, os intrdes do RNA sdo removidos por splicing (Berg et al., 2002). Nestas situagoes,
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o RNA total extraido foi purificado através do kit TURBO DNA-free™ (Ambion®, Texas, U.S.A.), que
possibilita a eliminacdo do DNAg sem recorrer a fenol/cloroférmio, precipitagdo com alcool, calor ou
adicdo de EDTA, que podem comprometer a estabilidade do RNA (life technologies™, 2012). A
gualidade e a integridade do RNA purificado foram avaliadas (Sec¢do 3.2.3.2.), o cDNA foi novamente

sintetizado (Seccdo 3.2.3.3.) e a presenca de DNAg verificada conforme descrito anteriormente.

3.2.3.5. Identificacdo das isoformas do gene HTR2A no DNA complementar

O método de sequenciacao de Sanger (Secgdo 3.2.1.2.) foi usado para identificar as isoformas
do gene HTR2A. A mistura constituida por 2uL de cDNA, dNTPs a 2mM, 1,25 unidades de Tag DNA
polymerase e respetivo tampdo, solucdo de MgCl; a 25mM (todos da GE Healthcare,
Buckinghamshire, U.K.) e 5pmol de cada primer (Tabela 3.6) com o volume total de 25uL, foi
amplificada de acordo com seguintes parametros: (passo 1) desnaturagao a 95°C durante 5 minutos;
(passo 2) 50 ciclos de desnaturag¢do a 95°C por 30 segundos, annealing a 58°C durante 30 segundos,
extensdo a 72°C por 1 minuto. Para além das amostras de cDNA, foram incluidos controlos positivos
(cDNA sintetizado a partir do RNA de fibroblastos que apresentam expressao elevada das isoformas
do gene HTR2A, assegurando reprodutibilidade), negativo (sem cDNA) e os controlos da sintese do
cDNA: os respetivos RT e o NTC. Os produtos amplificados foram extraidos do gel e purificados
usando o kit comercial QlAquick® Gel extraction (Qiagen, Hilden, Germany). O primer interno na
posicao 47409691 (reverse) (Fujita et al., 2011) foi desenhado para a nitida e indubitdvel distincao
das isoformas do gene HTR2A. A expressao alélica da variagdo de sequéncia rs3125 foi determinada

em cada isoforma e confirmada por PCR-RFLP (Seccdo 3.2.1.3.).

Tabela 3.6 Primers desenhados para a amplificacdo por PCR das regides alvo no cDNA
de cada isoforma do gene HTR2A.

Posicbes Diregao cDNA (pb) DNAg (pb)
47469643 Forward
47408751 Reverse
47470834 Forward
47408751 Reverse

NM_000621.4: 1256 60910

NM_000621.4: 2015; NM_001165947.2: 1275 62108

Abreviaturas: cDNA - DNA complementar e DNAg - DNA gendmico.
Os primers hibridizam em exdes diferentes conforme recomendado (Kubista et al.,
2006).
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3.2.3.6. Quantificacao relativa de isoformas do gene HTR2A por PCR em tempo

real

Higuchi et al. (1992, 1993) foram pioneiros na andlise da cinética da PCR pela construgao de
um sistema que detetava os produtos a medida que se acumulavam: o brometo de etideo
intercalava-se nas cadeias duplas de DNA produzidas em cada reacdao de amplificagdo, o
termociclador adaptado irradiava luz UV e a cdmara de video detetava a fluorescéncia resultante.
Quanto menor o numero de ciclos necessdrios para produzir uma fluorescéncia detetavel, maior o
nuimero de sequéncias alvo. Esta técnica posteriormente designada por PCR em tempo real (RT-PCR)
apresenta um vasto numero de aplicacdes, por exemplo em estudos de expressdo, na determinacao
do numero de cdpias do DNAg ou viral (Arya et al., 2005; Dussault & Pouliot, 2006; Kubista et al.,
2006; Ma et al., 2006). A expressao das isoformas do gene HTR2A foi analisada por RT-PCR de
guantificacdo relativa, sendo a normalizacdo feita recorrendo a genes de referéncia conforme
descrito na Sec¢do 3.2.3.6.1. (Ginzinger, 2002; Bustin & Nolan, 2004; Arya et al., 2005; Dussault &
Pouliot, 2006). Todo o procedimento decorreu no interior da cdmara DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-

M-AR (Grant-bio, California, U.S.A.).

3.2.3.6.1. Selec¢do dos genes de referéncia

Como ndo existe um gene de referéncia universal em todos os estudos (Thellin et al., 1999;
Suzuki et al., 2000), foram testados 9 genes no cDNA de 1 doente e de 2 controlos: ACTB (actin, beta),
B2M (beta-2-microglobulin), 18S (eucaryotic 185 rRNA), GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), HMBS (hydroxymethylbilane synthase), HPRT1 (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1), TBP (TATA box binding protein), YWHAZ (tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide) e UBC (ubiquitin
C). Foi adicionado cDNA e Tagman® Universal Master Mix Il, no UNG (Applied Biosystems, California,
U.S.A.), nas proporcdes recomendadas pelo fornecedor, a Tagman® Array 96-well FAST Plate Human
Endogenous Controls (Applied Biosystems, California, U.S.A.), que possui os primers liofilizados
correspondentes a cada ensaio (life technologies™, 2011). No termociclador 7500 Fast Real-Time
PCR System (ambos Applied Biosystems, California, U.S.A.) aplicou-se o seguinte programa: (passo 1)

95°C durante 10 minutos; (passo 2) 40 ciclos de amplificagdo a 95°C por 15 segundos e 1 minuto a
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60°C (life technologies™, 2011). A medida que o produto é amplificado, o Software 7500 v2.06
(Applied Biosystems, California, U.S.A.) analisa a fluorescéncia e define o parametro Cr (threshold
cycle), o numero do ciclo no qual a fluorescéncia comeca a ser considerada como a identificacdao de
uma relacdo linear (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002; Bustin & Nolan, 2004; Arya et al., 2005; Kubista et
al., 2006; Ma et al., 2006). Quanto maior a quantidade do alvo no inicio da reagdao, menor o numero
de ciclos necessarios para atingir o limiar de fluorescéncia (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002; Arya et al.,
2005; Kubista et al., 2006; Ma et al., 2006). Os resultados foram analisados recorrendo ao algoritmo
geNorm desenvolvido por Vandesompele et al. (2002), integrado no Software GenEx (Kubista et al.,
2012), que determina os genes que sao expressos de um modo estdvel e uniforme em todas as

amostras.

3.2.3.6.2. Ensaio experimental

Atualmente, as quimicas de fluorescéncia incluem corantes que se ligam ao DNA e sondas
especificas para a sequéncia, sendo os mais comuns SYBR Green | e Tagman respetivamente (Bustin,
2000; Ginzinger, 2002; Bustin & Nolan, 2004; Arya et al., 2005). Embora o SYBR Green | possa ser
usado com qualquer par de primers para qualquer sequéncia, emitindo fluorescéncia quando
intercalado no DNA de cadeia dupla, ndao faz distincdo, por exemplo, entre o alvo e produtos
inespecificos ou dimeros de primers (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002; Bustin & Nolan, 2004; Arya et al.,
2005; Kubista et al., 2006; Ma et al., 2006). Por conseguinte, os transcritos do gene HTR2A foram
guantificados com recurso aos ensaios de expressdao Tagman® descritos na Tabela 3.7 (Applied
Biosystems, California, U.S.A.). As sondas fluorescentes localizam-se em regides exon-exon boundary
(evitando a quantificacdo de DNAg) e os amplificados produzidos sdo pequenos (50pb - 150pb),
associados, na literatura, a uma eficiéncia de amplificacdo superior (Bustin 2000; Ginzinger, 2002;

Arya et al., 2005).

Tabela 3.7 Ensaios usados para a quantificagcdo das isoformas do gene HTR2A.

Isoformas identificadas Identidade do ensaio Fragmento (pb)
NM_000621.4; NM_001165947.2 Hs01033524 m1 99
NM_000621.4 Hs00167241_m1 77
NM_001165947.2 Hs03988529 _m1 93
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A placa com 20x Tagman® Gene Expression Assay, Tagman® Universal Master Mix Il, no UNG
(ambos da Applied Biosystems, California, U.S.A.) e cDNA, nas propor¢des recomendadas pelo
fornecedor (Applied Biosystems™ by life technologies™, 2010), foi colocada no termociclador 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, California, U.S.A.) de acordo com o programa: (passo
1) 95°C durante 10 minutos; (passo 2) 50 ciclos de amplificacdo a 95°C por 15 segundos e 1 minuto a
60°C (Applied Biosystems™ by life technologies™, 2010). Cada amostra de cDNA e dos respetivos
RT e NTC, bem como os controlos negativos (NTC) do ensaio de expressdao foram analisados em
triplicado. Cada ensaio foi realizado em placas diferentes conforme proposto por Hellemans et al.
(2007). O Software 7500 v2.06 (Applied Biosystems, California, U.S.A.) analisou a fluorescéncia com
a subsequente atribuicdo dos respetivos valores de Cr. Foi eliminado o valor de Cr que
comparativamente aos restantes valores do triplicado variasse em mais 0,5 (Nolan et al., 2006). Os

produtos de qRT-PCR foram observados num gel de agarose.

3.2.3.6.3. Anadlise estatistica de dados de gendmica funcional

Foram calculadas as médias de Cr dos triplicados. Recorrendo ao Software GenEx (Kubista et
al., 2012) as quantidades detetadas de RNAm em cada amostra foram normalizadas, tendo por base
a féormula ACr=Crano - Crreferencia, € foram calculadas as expressdes relativas comparativamente a
amostra com maior expressdao (menor Cr). A estatistica descritiva foi utilizada para expressar os
resultados num gréfico de barras + SEM (standard error of the mean), bem como para averiguar se
0s grupos seguiram uma distribuicdo gaussiana recorrendo ao teste de Kolomogorov-Smirnov (KS),
passando o teste de normalidade quando p20,05. Quando os resultados ndo seguiram uma
distribuicdo gaussiana, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (2-tail). Foi usado o
teste-t (paramétrico) ndo emparelhado (2-tail) sempre que os dados seguiram uma distribuicdo

gaussiana. Uma diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05.
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4.1. Anadlise do gene HTR2A em doentes com diagndstico provavel de Degenerescéncia

Lobar Frontotemporal

4.1.1. Analise da sequéncia do gene HTR2A

A analise das sequéncias correspondentes aos exdes e regides adjacentes do gene HTR2A nos
70 doentes com diagndstico provavel de DLFT possibilitou a identificacdo de 17 variacdes de
sequéncia diferentes, cuja localizagdo em cada isoforma e as respetivas frequéncias genotipicas e
alélicas estdo discriminadas na Tabela 4.1. Apenas 4 variacoes de sequéncia ndo foram descritas na
literatura (base de dados PubMed) ou nas bases de dados genéticos consultadas até ao momento.
As restantes estdo identificadas pelo cédigo correspondente (refSNP: rs#, Sherry et al., 2001). A
Figura 4.1 representa esquematicamente a localizagdo das varia¢des de sequéncia identificadas nos

doentes com diagndstico provavel de DLFT, por isoforma do gene HTR2A.

Tabela 4.1 VariacGes de sequéncia identificadas nos doentes com diagndstico provavel de DLFT (n=70),
de acordo com as isoformas do gene HTR2A e respetivas frequéncias genotipicas e alélicas.

RefSNP (rs#) NM_000621.4 NM_001165947.2 ww WwWv Vv w Vv
rs6315 c.-833A>G c.-345A>G 0,97 0,03 0,00 0,99 0,01
------ c.-522A>T c.-34A>T 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01
rs6312 c.-344A>G c.145A>G, p.Asn49Asp 0,89 0,11 0,00 0,94 0,06
rs6310 c.-311A>G ¢.160+457A>G 0,89 0,11 0,00 094 0,06
rs7996679 €.-252G>T ¢.160+516G>T 099 0,01 0,00 0,99 0,01
rs36212789 c.-251G>C ¢.160+517G>C 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01
rs1805055 C.74C>A, p.Thr25Asn c.160+841C>A 099 0,01 0,00 099 0,01
rs6313 ¢.102C>T, p.Ser34= ¢.160+869C>T 0,30 0,51 0,19 0,56 0,44
rs2296973 c.413-56C>A c.161-56C>A 0,50 0,43 0,07 0,71 0,29
rs6305 ¢.516 C>T, p.Aspl72= C.264C>T, p.Asp88= 0,94 0,06 0,00 0,97 0,03
------ c.613+86C>T c.361+86C>T 099 0,01 0,00 0,99 0,01
------ c.613+141A>G c.361+141A>G 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01
------ ¢.1098T>C, p.Val366= c.846T>C, p.Val282= 099 0,01 0,00 099 0,01
rs35224115  ¢.1239A>T, p.Thr413= c.987A>T, p.Thr329= 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01
rs6314 ¢.1354C>T, p.His452Tyr ¢.1102C>T, p.His368Tyr 0,84 0,13 0,03 0,91 0,09
rs58145637 c.*69_*70insA c.*69_*70insA 0,00 1,00 0,00 0,50 0,50
rs3125 €.*121G>C c.¥121G>C 0,72 0,24 0,04 0,84 0,16

Abreviaturas: W - alelo wild type e V - alelo variante.
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Na isoforma NM_000621.4 foram identificadas 1 variacdo de sequéncia no promotor, 5 na
regido ndo traduzida 5’ (5’UTR), 2 que promovem a substituicdo de aminoacido, 4 sindnimas, 3
intrénicas e 2 localizadas na 3’UTR do gene HTR2A (Tabela 4.1, Figura 4.1). Por sua vez, na isoforma
NM _001165947.2, 1 variacdo de sequéncia localiza-se no promotor, 1 na 5’UTR, 2 promovem a
substituicdo de aminodcido, 3 sdo sindnimas, 8 intrénicas e 2 estdo localizadas na 3'UTR do gene
HTR2A (Tabela 4.1, Figura 4.1). As variagdes de sequéncia identificadas correspondem
maioritariamente a substituicdo de uma base nucleotidica, exceto a rs58145637 no qual ocorre a
insercdao de uma adenina (Tabela 4.1, Figura 4.1). As varia¢Oes de sequéncia rs6315, rs6312, rs6310,
rs7996679, rs36212789, rs1805055, rs6305, rs35224115 e as 4 nao descritas foram identificadas
somente em homozigotia wild type e heterozigotia (Tabela 4.1, Figura 4.1). Os trés genétipos
possiveis foram detetados nas alteracdes genéticas rs6313, rs2296973, rs6314 e rs3125 (Tabela 4.1,
Figura 4.1).

c.613+86C>T

c.613+141A>G
c.1098T>C

c.-522A>T

NM_000621.4
5 3"
228 0 e B
e ¢ gEuEr af HE
© @ CINB © Qo No—m
2ot 2 p @
NM_001165947.2
5' 3'

c.846T>C
c.361+141A>G

c.361+86C>T

Figura 4.1 Representacdo esquematica da localizagdo das variagGes de sequéncia identificadas nos doentes com
diagndstico provavel de DLFT em cada isoforma do gene HTR2A. Barras azuis mais largas — exdes, barras azuis mais
estreitas — regides ndo traduzidas e barra preta — introes.
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A Figura 4.2 representa um exemplo demonstrativo de um eletroferograma obtido para uma

das amostras analisadas, em que foi detetada a variacdo de sequéncia rs3125 em heterozigotia.

T 8 3 £ IS T K FF & C
T K 2 SIS 1T & T ‘& €

Figura 4.2 Eletroferograma que permite a identificacdo da
varia¢do de sequéncia rs3125 em heterozigotia.

Um doente aparentou ser portador da delecao rs71790269 em heterozigotia. A sequenciagao
do fragmento com a delecdo (1298pb) foi exequivel apenas com o primer reverse (marcado com o
asterisco na Tabela 3.3) e foram obtidas simultdaneamente duas sequéncias conforme representado
na Figura 4.3A. Com o intuito de identificar as referidas regides, o fragmento com a delegao foi
digerido com a ER Mval (de acordo com a metodologia descrita na Seccdo 3.2.1.3.), uma vez que
reconhece a regido representada na Figura 4.3A com o retangulo azul (nucleétidos CTGG sem picos
sobrepostos) quando na posicdo adjacente e no lado esquerdo esta presente o alelo C (seta preta,
CCTGG). Portanto, a sequéncia que possui o alelo G (seta preta, GCTGG) ndo é reconhecida pela Mval.
O produto de digestdo esta representado na Figura 4.3B. As 4 bandas foram extraidas do gel e

sequenciadas (Figura 4.3B).
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Figura 4.3 A: Eletroferograma correspondente ao fragmento com a delecdo rs71790269. Retangulo azul - sequéncia de
nucledtidos sem picos sobrepostos (CTGG) e seta preta - posicdo adjacente com os nucledtidos C e G sobrepostos.
Esquema de cores da leitura dos nucledtidos: A - verde, T - vermelho, C - azul e G - preto. B: Representagdao em fotografia
do eletroferograma obtido em gel de Seakem® LE agarose a 2% correspondente ao fragmento digerido com a Mval.
Linhas de migragdo: 1 - marcador de peso molecular MassRuler™ DNA Ladder Mix, 2 - produto da digest3o e 3 - controlo
nao digerido.

Foram obtidas sequéncias somente para as bandas 2 e 3 (Figura 4.3B) e, a semelhanca do que
sucedeu anteriormente, apenas com o primer reverse (marcado com o asterisco na Tabela 3.3).
Através da ferramenta BLAT (Kent, 2002) verificou-se que as sequéncias obtidas para as bandas 2 e
3 se localizam no intrdo do gene TSPAN9 (tetraspanin 9) localizado no cromossoma 12: a banda 2
corresponde a sequéncia na cadeia positiva e na regido compreendida entre as posi¢des 3332812 e
3332996, enquanto a banda 3 corresponde a sequéncia na cadeia negativa e entre as posicdes
3333876 e 3333937 (Figura 4.4). Apds a identificacdo da localizacdo das referidas bandas na
sequéncia nucleotidica do gene TSPANY, obtida na base de dados NCBI (Benson et al., 2013),
verificou-se que foi amplificada uma regido com 1206pb cujos primers flanqueadores correspondem,
neste caso excecional, a sequéncia do primer reverse (Figura 4.4) Os locais de reconhecimento da ER
Mval foram assinalados (retdngulos pretos) sendo produzidos os fragmentos com os seguintes
tamanhos: 222pb, 124pb, 576pb, 59pb, 66pb, 55pb e 104pb (Figura 4.4). Apds a comparagdao com o
eletroferograma representado na Figura 4.3B, concluiu-se que as bandas 1, 2, 3 e 4 correspondem 0s
fragmentos com 576pb; 222pb; 124pb e 104pb; 59pb, 66pb e 55pb, respetivamente. Embora a banda
3 inclua dois fragmentos, apenas um possui a sequéncia que inclui o primer reverse. Assim, constatou-

se que nenhum doente é portador da delegcdo rs71790269.
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Figura 4.4 Representacdo esquematica das Iocaliza(;c“)es das sequéncias nucleotidicas correspondentes as bandas 2 (fundo
azul) e 3 (fundo lilas). Negrito e sublinhado - primer reverse (asterisco na Tabela 3.3), fundo vermelho - mismatch no
primer reverse e retangulos pretos - locais de reconhecimento pela Mval. Localizagdes genéticas realizadas através do
BLAT. A sequéncia do gene TSPANY foi obtida na base de dados NCBI.

4.1.2. Confirmagao das variagoes de sequéncia por PCR-RFLP

A Figura 4.5 representa exemplos demonstrativos dos resultados da confirmacao dos
gendtipos obtidos para as variacdes de sequéncia rs6312, rs1805055, rs6313, rs6314 e rs3125, por
PCR-RFLP. De acordo com o padrao de restricao obtido para o rs6312 verifica-se que o gendtipo das
amostras 2 e 4 é wild type (AA), sendo o das restantes (3, 5 e 6) heterozigético (AG) (Figura 4.5A). No
caso dors1805055, os doentes 2 e 4 sdo portadores do gendtipo wild type (CC) e o 3 do heterozigdtico
(CA) (Figura 4.5B). A digestdo enzimatica para o rs6313 revelou que o doente 3 possui o gendtipo
wild type (CC) e os restantes (2 e 4) sdo heterozigéticos (CT) (Figura 4.5C). Para o rs6314, os individuos
2 e 3 sdo heterozigéticos (CT), 4 e 5 sdo portadores do gendtipo variante (TT) e os restantes (6 e 7)
do wild type (CC) (Figura 4.5D). Finalmente, para o rs3125 verifica-se que o gendtipo da amostra 2 é

variante (CC), da 3 e 5 heterozigdtico (GC) e das restantes (4, 6, 7 e 8) wild type (GG) (Figura 4.5E).

51



Analise do gene HTR2A na Degenerescéncia Lobar Frontotemporal
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Figura 4.5 Representacdo em fotografia dos eletroforetorogramas obtidos em gel de Seakem®LE agarose a (A) 3%, (B)
2,5%, (C) 3,5%, (D) 2% e (E) 3,5% dos produtos digeridos pelas (A) Cfr13/, (B) Mval, (C) Mspl, (D) Mva1269I e (E) HpyCH4lIlI
para a genotipagem das varia¢des de sequéncia rs6312, rs1805055, rs6313, rs6314 e rs3125, respetivamente. Linhas de
migragdo - A: 1 e 9 marcador de peso molecular pUC Mix Marker 8, 2 e 4 gendtipo wild type AA, 3, 5 e 6 gendtipo
heterozigdtico AG, 7 controlo positivo e 8 controlo ndo digerido; B: 1 e 7 marcador de peso molecular pUC Mix Marker
8, 2 e 4 gendtipo wild type CC, 3 gendtipo heterozigdtico CA, 5 controlo positivo e 6 controlo ndo digerido; C: 1 e 7
marcador de peso molecular pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23, 2 e 4 gendtipo heterozigético CT, 3 gendtipo wild type
CC, 5 controlo positivo e 6 controlo n3o digerido; D: 1 e 10 marcador de peso molecular MassRuler™ DNA Ladder Mix, 2
e 3 gendtipo heterozigético CT, 4 e 5 gendtipo variante TT, 6 e 7 gendtipo wild type CC, 8 controlo positivo e 9 controlo
n3o digerido; E: 1 e 10 marcadores de peso molecular pUC Mix 8 e ®X174/Hinfl 10, 2 gendtipo variante CC, 3, 5 gendtipo
heterozigdtico GC, 4, 6, 7, e 8 gendtipo wild type GG, 9 controlo positivo e 10 controlo ndo digerido.

4.2. Correlagdo genétipo - fenétipo

4.2.1. Caracterizagdo clinica dos doentes com diagndstico provavel de

Degenerescéncia Lobar Frontotemporal

Os processos dos doentes com diagnodstico provavel de DLFT foram consultados e a
informacao relativa a variante clinica (VcDFT, APNF, DCB e DS), idade de inicio dos sintomas e histéria

familiar foi analisada, estando os respetivos resultados discriminados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 Distribuicdo do numero de doentes por género, idades minima, maxima, média,
desvio-padrao, idade de inicio dos sintomas e histéria familiar de acordo com a variante clinica.

Diagnéstico  n F/M Minimo-maximo Média + EOD/LOD Histéria familiar
(anos) (anos) (anos) P/N
VcDFT 60 34/26 38-82 64 10 37/23 22/36
APNF 4 3/1 49-69 61 9 4/0 2/2
DCB 4 2/2 43-62 54 8 4/0 4/0
DS 2 0/2 46-54 50 6 2/0 0/2
Total 70 39/31 38-82 63 11 47/23 28/40

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Deméncia Frontotemporal, APNF - Afasia
Progressiva Ndo Fluente, DCB - Degenerescéncia Corticobasal, DS - Deméncia Semantica, n -
numero de individuos, F - feminino, M - masculino, DP - desvio-padrdo, EOD - doenga de inicio
precoce, LOD - doenca de inicio tardio, P - positiva e N - negativa.

Dos 70 doentes analisados, 60 (34 mulheres e 26 homens) apresentaram diagndstico provavel
de vcDFT, 4 (3 mulheres e 1 homem) de APNF, 4 (2 mulheres e 2 homens) de DCB e 2 (ambos homens)
de DS (Tabela 4.2). Verificou-se que 47 individuos iniciaram a manifestagdao dos sintomas numa idade
inferior aos 65 anos e 23 doentes apds essa idade (Tabela 4.2). Dos 70 doentes avaliados, 28
apresentaram histéria familiar positiva e 40 negativa (Tabela 4.2).

As informagdes relativas a manifestacdo das caracteristicas clinicas de depressdao e
agressividade, bem como os resultados obtidos no MMSE, de acordo com a presenca (1) ou auséncia
(0) de défice cognitivo, e CDR, associado a um critério de inclusdo a pontua¢do minima de 0,5 na

escala de classificacdo global, estdo descritas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Distribuicdo do nimero de doentes pelas caracteristicas de
diagndstico de depresséo, agressividade, MMSE (0 para auséncia; 1 para
presenca, de défice cognitivo) e CDR de acordo com a variante clinica.

Diagndstico Depressdao Agressividade MMSE CDR
P/N P/N 0/1 0,5/1/2/3
VcDFT 21/26 23/25 22/38 5/30/14/11
APNF 3/1 2/2 1/3 0/2/0/2
DCB 1/2 0/1 1/3 0/3/0/1
DS 0/2 1/1 0/2 0/1/0/1
Total 25/31 26/29 24/46 5/36/14/15
Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Demeéncia

Frontotemporal, APNF - Afasia Progressiva Ndo Fluente, DCB -
Degenerescéncia Corticobasal, DS - Deméncia Semantica, P - positiva, N
- negativa, MMSE - Mini Mental State Examination e CDR - Clinical
Dementia Ratina.

53



Analise do gene HTR2A na Degenerescéncia Lobar Frontotemporal

Foi identificado comportamento depressivo em 25 doentes e sinais de agressividade em 26
(Tabela 4.3). De acordo com os resultados do MMSE, verificou-se que 46 individuos apresentaram
défice cognitivo, estando ausente nos restantes 24 (Tabela 4.3). As pontuagbes de CDR
correspondentes a 0,5, 1, 2 e 3 foram obtidas em 5, 36, 14 e 15 doentes respetivamente (Tabela 4.3).

A caracterizagdo clinica dos 70 doentes com diagndstico provavel de DLFT revelou que a
maioria apresenta a vcDFT (n=60), sendo reduzido o nimero de individuos com as restantes variantes
(Tabela 4.2). Por conseguinte, na analise de correlacdo gendtipo - fenétipo foi apenas incluido o

grupo com diagndstico provavel de vcDFT.

4.2.2. Genotipagem das variagGes de sequéncia

Das variagOes de sequéncia identificadas nos doentes com vcDFT foram selecionadas para o
estudo de correlacdo gendtipo-fendtipo as que podem resultar na alteracdo da expressdo do gene
HTR2A, localizadas no promotor (rs6315 em ambas as isoformas) e nas regides ndo traduzidas
(rs6312, rs6310, rs7996679 e rs36212789 na NM_000621.4; rs58145637 e rs3125 em ambas as
isoformas), ou na sequéncia da proteina (rs6312 na NM_001165947.2, rs1805055 na NM_000621.4
e rs6314 em ambas), bem como a alteragao silenciosa rs6313 devido ao seu suposto envolvimento
em varias doencas humanas (Norton & Owen, 2005). Foram adicionados o rs6311 e rs6316 devido a
localizagdo no promotor. Na Tabela 4.4 apresentam-se os resultados de genotipagem para as

referidas variacGes de sequéncia.
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Tabela 4.4 Resultados de genotipagem das variagdes de sequéncia definidas nos doentes com diagndstico provavel de vcDFT e controlos pelas
isoformas do gene HTR2A e respetivas frequéncias genotipicas e alélicas.

RefSNP (rs#) NM_000621.4 NM_001165947.2 VCDFT (n=60) Controlos (n=92)
WW_ WV W WV WW_ WV W WV
rs6311 C.-998G>A C.-510G>A 032 046 022 055 045 025 051 024 051 049
rs6315 C.-833A>G C.-345A>G 0,97 003 000 098 002 091 009 000 096 0,04
rs6316 C.-743A>G C.-255A>G 1,00 0,00 000 1,00 000 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00
rs6312 C.-344A>G C.145A>G, p.Asn49Asp 0,88 0,12 0,00 094 006 085 014 001 092 0,08
rs6310 C.-311A>G C.160+457A>G 0,88 0,12 0,00 094 006 085 014 001 092 0,08
rs7996679 .-252G>T C.160+516G>T 0,98 002 000 09 001 1,00 000 000 1,00 0,00
rs36212789 €.-251G>C C.160+517G>C 0,98 002 000 099 001 1,00 000 000 1,00 0,00
rs1805055  c.74C>A, p.Thr25Asn €.160+841C>A 0,98 002 000 099 001 097 003 000 098 0,02
rs6313 ¢.102C>T, p.Ser34= C.160+869C>T 032 046 022 055 045 025 050 025 0,50 0,50
rs6314  C.1354C>T, p.Hisd52Tyr  ¢.1102C>T, p.His368Tyr 0,85 0,13 0,02 092 008 087 013 000 093 0,07
rs58145637 C.*69_*70insA C.*69_*70insA 0,00 1,00 0,00 050 050 000 1,00 0,00 0,50 0,50
rs3125 C*121G>C C*121G>C 0,70 025 005 083 018 062 036 002 080 0,20

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Deméncia Frontotemporal, n - nimero de individuos, W - alelo wild type e V - alelo variante.
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Em ambos os grupos, a variacdo de sequéncia rs6316 foi identificada somente em
homozigotia wild type e a rs58145637 em heterozigotia (Tabela 4.4). Nos doentes, as alteracdes
genéticas rs6315, rs6312, rs6310, rs7996679, rs36212789 e a rs1805055 foram detetadas em
homozigotia wild type e heterozigotia, e as restantes (rs6311, rs6313, rs6314 e rs3125) nos trés
genotipos possiveis (Tabela 4.4). Nos controlos, as alteracdes genéticas rs7996679, rs36212789
foram identificados em homozigotia wild type, rs6315, rs1805055 e rs6314 em em homozigotia wild
type e heterozigotia e asrs6311, rs6312, rs6310, rs6313 e rs3125 nos trés gendtipos possiveis (Tabela
4.4). A Figura 4.6 representa o eletroferograma obtido na otimizacdo da reacdo de
minissequenciacao (SNaPshot) utilizando uma mistura de amostras com genétipos heterozigdticos
para todas as altera¢des genéticas. Uma vez que a heterozigotia (CA) para o rs1805055 foi
identificada através de dois picos quase sobrepostos (Figura 4.6), tornando a genotipagem dubia, os

genotipos foram confirmados através do método PCR-RFLP, conforme descrito na Secg¢ao 3.2.1.3..

.'Iﬂ: 4“/ 2
rs1805055
‘ 65G/A
| ‘ rs6314
ZSG 3ocfr 4SG/r 55G/A 60C/T
rs6315 rs6312 rs7996679 rs6313 rs6316
35G/A
rs6310

Figura 4.6 Eletroferograma correspondente a otimizagdo da reacdo de minissequenciacdo utilizando uma mistura de
amostras com genotipos heterozigdticos para as variagdes de sequéncia rs6315, rs6312, rs6310, rs1805055, rs7996679,
rs6313, rs6316 e rs6314. Picos laranja - marcador de peso molecular LIZ-GeneScan™-120 LIZ® Size Standard. Esquema de
cores da leitura dos nucledtidos: A- verde, T - vermelho, C - preto e G - azul.

A Figura 4.7 representa um exemplo demonstrativo dos resultados da aplicacdo da técnica de

PCR-RFLP, utilizada para a genotipagem da variagao de sequéncia rs6311 nos grupos de doentes e
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controlos. O gendtipo das amostras 2 e 3 é heterozigético (GA), da 4 wild type (GG) e da 5 variante

(AA) (Figura 4.7).

Figura 4.7 Representagdo em fotografia do eletroferograma obtido em gel de Seakem LE agarose a 3% pela digestdo com
a Mspl para a genotipagem da variagdo de sequéncia rs6311. Linhas de migragdo - 1 e 10 marcadores de peso molecular
®X174/Hinfl 10 e pUC Mix 8, 2 e 3 gendtipo heterozigdtico GA, 4 gendtipo wild type GG, 5 gendtipo variante AA, 6 controlo
positivo e 7 controlo ndo digerido.

4.2.3. Analise estatistica de dados genéticos

As variagdes de sequéncia identificadas nos doentes com diagndstico provavel de vcDFT
foram correlacionadas com as caracteristicas clinicas respetivas. Ndo foram identificados valores
estatisticamente significativos nas comparagdes das frequéncias genotipicas e alélicas entre os
subgrupos de género (feminino versus masculino), idade de inicio (ponto de corte 65 anos),
depressdo (positiva versus negativa), agressividade (positiva versus negativa), histéria familiar
(positiva versus negativa), MMSE (presenca versus auséncia de défice cognitivo) e CDR (0,5+1 versus
2+3; 0,5+1+2 versus 3), estando discriminados nas Tabelas 4.5 e 4.6 os resultados obtidos para as
variacdes de sequéncia mais relevantes. Todas as amostragens estavam em EHW.

As variacGes de sequéncia genotipadas foram comparadas entre os grupos de doentes com
vcDFT e controlo, incluindo os respetivos subgrupos de género (mulheres doentes versus mulheres
saudaveis; homens doentes versus homens saudaveis) e idade (EOD versus controlos com menos de
65 anos; LOD versus controlos com 65 anos ou mais), estando expressos nas Tabelas 4.7 e 4.8 os
resultados obtidos para as variagdes de sequéncia mais relevantes. Todas as amostragens estavam

em EHW.
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Tabela 4.5 Resultados da correlagdo entre os subgrupos de género, idade de inicio, historia familiar, depressdo, agressividade, MMSE (Mini Mental State Examination: auséncia (0) ou presenga (1) de
défice cognitivo) e CDR (Clinical Dementia Rating) dos doentes com diagndstico provavel de vcDFT (n=58) para as variagdes de sequéncia rs6311, rs6313 e rs2296973.

RefSNP rs6311/rs6313 Valor de p rs6311/rs6313 rs2296973 Valor de p rs2296973
— Valorde p (alelos) —__ Valordep (alelos)
VcFTD (n) WW WV W (gendtipos) w Vv WW Wv W (gendtipos) w Vv
Género:
Feminino (34) 0,29 0,47 0,24 0,53 0,47 0,53 0,41 0,06 0,74 0,26
0,739 0,453 0,916 1,000
Masculino (24) 0,37 0,46 0,17 0,60 0,40 0,54 0,38 0,08 0,73 0,27
Idade de inicio:
Precoce (35) 0,29 048 0,23 0,53 0,47 0,54 0,40 0,06 0,74 0,26
0,687 0,447 0,908 0,831
Tardia (23) 0,39 0,44 0,17 0,61 0,39 0,52 0,39 0,09 0,72 0,28

Histdria familiar:

Positiva (20) 0,30 0,45 0,25 0,52 0,48 0,55 0,45 0,00 0,78 0,22
0,881 0,844 0,408 0,654
Negativa (36) 0,31 0,50 0,19 0,56 0,44 0,53 0,39 0,08 0,72 0,28
Depressao:
Positiva (21) 0,38 0,48 0,14 0,62 0,38 0,57 0,38 0,05 0,76 0,24
0,415 0,299 0,907 1,000
Negativa (26) 0,31 0,38 0,31 0,50 0,50 0,58 0,34 0,08 0,75 0,25

Agressividade:

Positiva (23) 0,31 0,52 0,17 0,56 0,44 0,56 0,44 0,00 0,78 0,22
0,528 1,000 0,106 0,486
Negativa (25) 0,40 0,36 0,24 0,58 0,42 0,56 0,28 0,16 0,70 0,30
MMSE:
0(22) 041 0,41 0,18 0,61 0,39 0,59 0,32 0,09 0,75 0,25
0,586 0,442 0,604 0,830
1(36) 0,28 0,50 0,22 0,53 0,47 0,50 0,44 0,06 0,72 0,28
CDR:
0,5 (5) 0,40 0,20 0,40 0,50 0,50 0,80 0,00 0,20 0,80 0,20
1(30) 0,33 047 0,20 0,5+1vs2+3:0,770 0,57 0,43 0,5+1vs2+3:1,000 0,56 0,37 0,07 0,5+1vs 2+3: 0,276 0,75 0,25 0,5+1vs2+3:0,523
2 (13) 0,23 062 0,15 0,5+1+2vs3:0,857 0,54 0,46 0,5+1+2vs3:0,806 0,46 0,54 0,00 0,5+1+2 vs 3: 0,636 0,73 0,27 0,5+1+2vs3:0,408
3(10) 0,40 0,40 0,20 0,60 0,40 0,40 0,50 0,10 0,65 0,35

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Deméncia Frontotemporal, n - nimero de individuos, W — alelo wild type, V - alelo variante e vs - versus.
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Tabela 4.6 Resultados da correlagdoentre os subgrupos de género, idade de inicio, histdria familiar, depressdo, agressividade, MMSE (Mini Mental State Examination: auséncia (0) ou presenga (1) de
défice cognitivo) e CDR (Clinical Dementia Rating) dos doentes com diagndstico provavel de veDFT (n=58) para as variagdes de sequéncia rs6314 e rs3125.

RefSNP rs6314 rs6314 rs3125 rs3125
Valor de p (genétipos) —_______ Valor de p (alelos) Valor de p (genétipos) —________ Valor de p (alelos)
VcDFT (n) WwWw WV VvV W V wWw WV A% W V
Género:
Feminino (34) 0,85 0,15 0,00 0,93 0,07 0,79 0,18 0,03 0,88 0,12
0,479 0,739 0,359 0,203
Masculino (24) 0,83 0,13 0,04 0,90 0,10 0,63 0,33 0,04 0,79 0,21
Idade de inicio:
Precoce (35) 0,88 0,09 0,03 0,93 0,07 0,77 0,20 0,03 0,87 0,13
0,276 0,515 0,610 0,433
Tardia (23) 0,78 0,22 0,00 0,89 0,11 0,65 0,31 0,04 0,80 0,20
Histodria familiar:
Positiva (20) 0,95 0,05 0,00 0,98 0,02 0,65 0,25 0,10 0,78 0,22
0,322 0,154 0,151 0,187
Negativa (36) 0,80 0,17 0,03 0,89 0,11 0,75 0,25 0,00 0,88 0,12
Depressdo:
Positiva (21) 0,81 0,19 0,00 0,90 0,10 0,81 0,19 0,00 0,90 0,10
0,638 1,000 0,315 0,162
Negativa (26) 0,81 0,15 0,04 0,88 0,12 0,65 0,27 0,08 0,79 0,21
Agressividade:
Positiva (23) 0,70 0,30 0,00 0,85 0,15 0,69 0,22 0,09 0,80 0,20
0,068 0,187 0,258 0,137
Negativa (25) 0,92 0,04 0,04 0,94 0,06 0,84 0,16 0,00 0,92 0,08
MMSE:
0(22) 0,92 0,04 0,04 0,93 0,07 0,68 0,32 0,00 0,84 0,16
0,135 0,740 0,337 1,000
1(36) 0,81 0,19 0,00 0,90 0,10 0,75 0,19 0,06 0,85 0,15
CDR:
0,5 (5) 0,80 0,00 0,20 0,80 0,20 0,80 0,20 0,00 0,90 0,10
1(30) 0,90 0,10 0,00 0,5+1vs 2+3: 0,276 0,95 0,05 0,5+1vs2+3:0,515 | 0,63 0,34 0,03 0,5+1 vs 2+3: 0,275 0,80 0,20 0,5+1vs2+3:0,305
2 (13) 0,85 0,15 0,00 0,5+1+2 vs 3: 0,245 0,92 0,08 0,5+1+2vs3:0,373 0,77 0,23 0,00 0,5+1+2 vs 3: 0,085 0,88 0,12 0,5+1+2vs3:0,735
3 (10) 0,70 0,30 0,00 0,85 0,15 0,90 0,00 0,10 0,90 0,10

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Deméncia Frontotemporal, n - nimero de individuos, W — alelo wild type, V - alelo variante e vs - versus.
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Tabela 4.7 Resultados da correlagdo entre os doentes com diagnéstico provavel de veDFT (D) e os controlos (Ct) para as variagdes de sequéncia rs6311 e rs6313.

RefSNP rs6311 rs6311 rs6313 rs6313
Valor de p (gendtipos) — ________ Valor de p (alelos) Valor de p (genétipos) — ________ Valor de p (alelos)
Grupos (n) WW WV VW W Y WW WV VW W \Y
Totais:
D (58) 0,33 0,46 0,21 0,56 0,44 0,33 0,46 0,21 0,56 0,44
0,584 0,406 0,567 0,343
Ct (92) 0,25 0,51 0,24 0,51 0,49 0,25 0,50 0,25 0,50 0,50
Mulheres:
D (34) 0,29 0,47 0,24 0,53 0,47 0,29 0,47 0,24 0,53 0,47
0,664 0,761 0,664 0,761
Ct (59) 0,22 0,56 0,22 0,50 0,50 0,22 0,56 0,22 0,50 0,50
Homens:
D (24) 0,37 0,46 0,17 0,60 0,40 0,37 0,46 0,17 0,60 0,40
0,626 0,446 0,495 0,342
Ct (33) 0,30 042 0,28 0,52 0,48 0,30 0,40 0,30 0,50 0,50
<65 anos:
EOD (35) 0,29 0,48 0,23 0,53 0,47 0,29 0,48 0,23 0,53 0,47
0,767 0,647 0,746 0,541
Ct (55) 0,22 0,53 0,25 0,48 0,52 0,22 0,51 0,27 0,47 0,53
265 anos:
LOD(23) 0,39 0,44 0,17 0,61 0,39 0,39 0,44 0,17 0,61 0,39
0,747 0,570 0,747 0,570
Ct (37) 0,30 0,49 0,21 0,54 0,46 0,30 0,49 0,21 0,54 0,46

Abreviaturas: n - nimero de individuos, EOD - doenca de inicio precoce, LOD - doenga de inicio tardio, W - alelo wild type e V - alelo variante.
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Tabela 4.8 Resultados da correlagdo entre os doentes com diagndstico provavel de veDFT (D) e controlos (Ct) para as variagdes de sequéncia rs6314 e rs3125.

RefSNP rs6314 rs6314 rs3125 rs3125
Valor de p (gendtipos) —__________ Valor de p (alelos) Valor de p (gendtipos) —__________ Valor de p (alelos)

Grupos (n WwW WV VvV W \ WWwW WV VvV W V
Totais:
D (58) 0,84 0,14 0,02 0,91 0,09 0,72 0,24 0,04 0,84 0,16
0,443 0,504 0,306 0,360
Ct (92) 0,87 0,13 0,00 0,94 0,06 0,62 0,36 0,02 0,80 0,20
Mulheres:
D (34) 0,29 0,47 0,24 0,93 0,07 0,79 0,18 0,03 0,88 0,12
0,753 0,761 0,047*2 0,037*>
Ct (59) 0,88 0,12 0,00 0,94 0,06 0,54 0,43 0,03 0,75 0,25
Homens:
D (24) 0,83 0,13 0,04 0,90 0,10 0,63 0,33 0,04 0,79 0,21
0,485 0,740 0,344 0,298
Ct (33) 0,85 0,15 0,00 0,92 0,08 0,76 0,24 0,00 0,88 0,12
<65 anos:
EOD (35) 0,88 0,09 0,03 0,93 0,07 0,77 0,20 0,03 0,87 0,13
0,385 1,000 0,071 0,084
Ct (55) 0,87 0,13 0,00 0,94 0,06 0,54 0,44 0,02 0,76 0,24
265 anos:
LOD(23) 0,78 0,22 0,00 0,89 0,11 0,65 0,31 0,04 0,80 0,20
0,485 0,504 0,804 0,616
Ct (37) 0.86 0.14 0.00 0.93 0.07 0.73 0.24 0.03 0.85 0.15

Abreviaturas: n - nimero de individuos, EOD - doenga de inicio precoce, LOD - doenga de inicio tardio, W - alelo wild type e V - alelo variante.

* Valores estatisticamente significativos (p<0,05).

@ A Odds ratio (OR) entre as mulheres com vcDFT e as mulheres saudaveis para os genétipos GG e GC é de 3,516 (1,258 - 9,828) e para os gendtipos GG e CC de 1,688 (0,1449 -
19,66).

b A OR entre as mulheres com veDFT e as mulheres saudaveis para os alelos G e C corresponde a 2,444 (1,046 - 5,710).
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Foram identificadas diferencas estatisticamente significativas nas comparacdes das
frequéncias genotipicas e alélicas correspondentes a variagao de sequéncia rs3125 para as mulheres
com diagndstico provavel de vcDFT versus mulheres sauddveis (p=0,047 e 0,037 respetivamente,

Tabela 4.8). A Figura 4.8 representa graficamente as respetivas distribuicées.

0,79 0,88

mG mC
BEGG mGC mCC

0,43
0,54

0,75

BGG mGC mCC G mC

Figura 4.8 Representacdo grafica das frequéncias genotipicas (A e B) e alélicas (C e D) referentes a variagdo de sequéncia
rs3125 nos subgrupos de mulheres com diagndstico provavel de vcDFT (A e C) e mulheres saudaveis (B e D).

Os resultados obtidos indicam que as mulheres com diagndstico provavel de veDFT possuem
frequéncias do gendtipo GG (0,79) e do alelo G (0,88) significativamente superiores,
comparativamente as mulheres saudaveis (0,54 e 0,75 respetivamente) (Figura 4.8). Por outro lado,
nas mulheres saudaveis as frequéncias do gendtipo GC (0,43) e do alelo C (0,25) sdo superiores,

relativamente as doentes (0,18 e 0,12 respetivamente) (Figura 4.8).
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4.3. Estudo de gendmica funcional da variagao de sequéncia rs3125
4.3.1. Determinagdo da concentrac¢ao, qualidade e integridade do RNA
A qualidade e a integridade do RNA extraido das plaquetas e das PBMCs de cada individuo

foram determinadas no Agilent 2100 Bioanalyzer. A Figura 4.9 representa um exemplo

demonstrativo dos resultados obtidos para um individuo.

A B
o - I'J - . & ,'J 5 £e) » = = «© 4 o m @ 0 |
ANA Aoy 518 RNA Integrty Number [RIN} 18 P©.0205)| | ANA Assx 10942 RANA Integety Number (RN | 56 @00
RANA Conceetration 18 rp/ul Resull Flagong Colr ANA Concentyation 54 rp/ul Resuk Flaggng Coke
AN Rao (285 / 183} 00 Resut Flagomg Labet RIN1.80 FINA Ratio [284 / 183} 23 Reauk Flagong Labet RIN- 960

Figura 4.9 Representacdo da atribuicdo das categorias de integridade e respetivos eletroferogramas correspondentes ao
RNA extraido a partir de (A) plaquetas e (B) PBMCs de um individuo. FU - unidades de fluorescéncia e s - segundos.

Nao foram identificados os picos correspondentes a fluorescéncia dos fragmentos de RNA
ribossomal (RNAr) 18S e 28S no RNA das plaguetas, bem como das respetivas bandas no
eletroferograma (Figura 4.9A). Os resultados sdo coerentes com a quantidade reduzida de moléculas
de RNA que foram extraidas. A avaliacdo do RNA das PBMCs revelou picos bem definidos de RNAr
18S e 28S, bem como das respetivas bandas (de aproximadamente 5Kb e 2kb em tamanho) no

eletroferograma, com valores de RIN superiores a 9 (Figura 4.9B).
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4.3.2. Verificagao da presenga de DNA genomico

A presencga de DNAg no cDNA sintetizado a partir do RNA extraido das plaquetas e das PBMCS
foi averiguada por PCR utilizando um primer intrénico. A presenca de DNAg foi identificada apenas
no cDNA correspondente ao RNA extraido das PBMCs, uma vez que, conforme exemplificado na
Figura 4.10B, ocorreram amplificagdes nas amostras de cDNA e RT (B: 2 e 3). O referido resultado
nao foi devido a contaminagdes provenientes da manipulagdao, pois ndao foram identificadas
amplificacdes nos controlos negativos (B: 4 e 7, Figura 4.10B). Por conseguinte, as amostras foram
tratadas com DNAse. A andlise do Agilent 2100 Bioanalyzer indicou que o RNA tratado permaneceu
com a qualidade e a integridade desejavel, sendo semelhante ao da Figura 4.9B. O resultado da
determinacdo da presenca de DNAg no cDNA sintetizado a partir do RNA tratado foi similar ao da

Figura 4.10A. Portanto, a DNAse removeu eficazmente o DNAg.

Figura 4.10 Representacdo em fotografia dos eletroforetogramas obtidos em gel de Seakem LE agarose a 1% para a
identificacdo da presenca de DNAg no cDNA sintetizado a partir do RNA extraido das (A) plaquetas e (B) PBMCs. Linhas
de migracdo no gel A e B - 1 marcador de peso molecular Mass Ruler DNA Ladder Mix, 2 cDNA, 3 RT", 4 controlo negativo
da reacdo de sintese de cDNA, 5 e 6 controlos positivos da PCR e 7 controlo negativo da PCR.

4.3.3. Identificacdo das isoformas do gene HTR2A no DNA complementar

As duas isoformas do gene HTR2A foram identificadas por sequenciacdo em todas as amostras
de cDNA sintetizado a partir do RNA das plaquetas, conforme exemplificado na Figura 4.11. Nao foi
identificada qualquer isoforma nas amostras de cDNA sintetizado a partir do RNA extraido das PBMCs

de mulheres doentes e saudaveis.
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Figura 4.11 Representacdo de uma regido dos eletroferogramas identificativos das isoformas (A) NM_000621.4 e (B)
NM_001165947.2 do gene HTR2A no cDNA sintetizado a partir do RNA das plaquetas. Reta laranja - exon-exon boundary.

Os resultados correspondentes a analise da variacao de sequéncia rs3125 em cada isoforma

do gene HTR2A nas plaquetas, por sequenciagdao e PCR-RFLP, estdao descritos na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 Andlise da variagdo de sequéncia rs3125 no DNA gendmico (DNAg) e nas isoformas do gene HTR2A
nas plaquetas de mulheres com diagndstico provavel de vcDFT (1 até 6) e saudaveis (7 até 16).

Material 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
DNAg GG GG GG GG GC GCJGG GG GG GG GG GG GC GC GC GC

NM_000621.4 G G G G GC C G G G G G G GC GC GC GC
NM_001165947.2 | G G G G G G G G G G G G G G GC GC

Nas mulheres doentes e saudaveis, portadoras do gendtipo wild type (GG: 1 -4 e 7 - 12
respetivamente), foi identificada expressdao monoalélica G em ambas as isoformas (Tabela 4.9). Das
mulheres doentes heterozigdticas (GC: 5 e 6), somente a 5 demonstrou expressdo bialélica e na
isoforma NM_000621.4, uma vez que na NM_001165947.2 foi identificado apenas o alelo G (Tabela
4.9). Por sua vez, na doente 6 foi detetada expressdo monoalélica em ambas as isoformas: C na
NM _000621.4 e G na NM_001165947.2 (Tabela 4.9). Todas as mulheres saudaveis heterozigéticas
(GC: 13 - 16) expressaram ambos os alelos no transcrito NM_000621.4 (Tabela 4.9). No entanto, na
isoforma NM_001165947.2, a expressao bialélica foi mantida apenas em 50% (15 e 16), dado que

nas restantes mulheres foi identificado somente o alelo G (Tabela 4.9).
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4.3.4. Selegao dos genes de referéncia

Na Figura 4.12 estd representada a estabilidade média atribuida pelo programa geNorm a
cada gene de referéncia testado no cDNA das plaquetas. Os genes de referéncia HPRT1 e 18S foram
utilizados para a normalizacdo da quantificacdo dos transcritos do gene HTR2A, conforme sugerido

pelo geNorm (Figura 4.12).

Figura 4.12 Estabilidade média da expressdo dos genes enddgenos testados no cDNA das plaquetas atribuida pelo
programa geNorm.

4.3.5. Quantificacdo relativa de isoformas do gene HTR2A por PCR em tempo real

Os transcritos do gene HTR2A foram quantificados nas plaquetas por gRT-PCR.

A expressao relativa da isoforma NM_000621.4 do gene HTR2A, em plaquetas, nos grupos
totais de mulheres com diagnédstico provavel de vcDFT e saudaveis, bem como de acordo com a
respetiva expressao alélica da variacdo de sequéncia rs3125 (Tabela 4.9), estdo representadas na

Figura 4.13.
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Figura 4.13 Representagao grafica da expressdo relativa da isoforma NM_000621.4 do gene HTR2A, em plaquetas, nos
(A) grupos totais de mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e saudaveis e (B) de acordo com a respetiva expressdo
alélica da variagdo de sequéncia rs3125. Resultados expressos como a média + SEM (standard error of the mean). * Valor
estaticamente significativo: p=0,025.

A expressao relativa da isoforma NM_000621.4 foi inferior nas mulheres com diagndstico
provavel de vcDFT comparativamente as sauddveis (Figura 4.13A). Contudo, ndo foi atingida
significancia estatistica (p=0,398). Os niveis de expressao relativa deste transcrito no subgrupo de
mulheres doentes com expressdao monoalélica G para a variacdo de sequéncia rs3125 foram
inferiores ao das mulheres saudaveis G (Figura 4.13B), tendo sido obtido uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,025). Os resultados sugerem que a expressao relativa do transcrito
NM_000621.4 nas mulheres doentes GC+C é superior comparativamente ao subgrupo de doentes G,
bem como em relagdo ao subgrupo de mulheres saudaveis GC (Figura 4.13B). Contudo, devido ao
reduzido numero de amostras, ndo foi possivel efetuar a respetiva analise estatistica. Apesar da
expressao relativa deste transcrito ser inferior nas mulheres saudaveis com expressdao monoalélica
G, comparativamente as do subgrupo GC (Figura 4.13B), ndo foi atingida significancia estatistica
(p=0,915).

A expressao relativa da isoforma NM_001165947.2 do gene HTR2A, em plaquetas, nos grupos
totais de mulheres com diagnéstico provavel de vcDFT e saudaveis, bem como de acordo com a
respetiva expressdo alélica da variacdo de sequéncia rs3125 (Tabela 4.9), estdo representadas na

Figura 4.14.
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Figura 4.14 Representacdo grafica da expressao relativa da isoforma NM_001165947.2 do gene HTR2A, em plaquetas,
nos (A) grupos totais de mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e saudaveis e (B) de acordo com a respetiva
expressdo alélica da variagdo de sequéncia rs3125. Resultados expressos como a média + SEM (standard error of the
mean).

A expressao relativa nas plaquetas da isoforma NM_001165947.2 nas mulheres com
diagnodstico provavel de vcDFT foi aproximada a das mulheres saudaveis (Figura 4.14A), ndo sendo
atingida significancia estatistica (p=0,871). Foram igualmente observados niveis aproximados de
expressao relativa deste transcrito nos subgrupos de mulheres doentes e saudaveis com expressao
monoalélica G para a variacdo de sequéncia rs3125 (Figura 4.14B, p=0,631). Os resultados sugerem
gue os niveis da isoforma NM_001165947.2 nas mulheres saudaveis que expressam os dois alelos
(GC) sdo superiores, comparativamente as que pertencem ao subgrupo com expressao monoalélica
G (Figura 4.14B). Contudo, o reduzido nimero de amostras impossibilitou a andlise estatistica.

A expressao relativa do transcrito NM_000621.4, comparativamente ao NM_001165947.2,
nas mulheres doentes foi de 7,9 vezes superior, enquanto nas mulheres saudaveis o valor foi de 4,4.
Por sua vez, nos subgrupos com expressao monoalélica G para a variagao de sequéncia rs3125, os
valores obtidos foram de 5,9 e 4,7 respetivamente.

A expressao relativa das duas isoformas do gene HTR2A, em plaquetas, determinadas num
Unico ensaio nos grupos totais de mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e nas saudaveis, bem

como de acordo com os gendtipos para o rs3125 (Tabela 4.9), estdo representadas na Figura 4.15.
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Figura 4.15 Representacdo grafica da expressdo relativa das duas isoformas do gene HTR2A, em plaquetas, nos (A) grupos
totais de mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e saudaveis e (B) de acordo com os respetivos gendétipos para a
variacdo de sequéncia rs3125. Resultados expressos como a média + SEM (standard error of the mean).

Nao foram identificadas diferencas estatisticamente significativas na expressao relativa das
duas isoformas entre os grupos totais de mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e saudaveis
(p=0,786). Embora a expressdo relativa das duas isoformas nas mulheres doentes portadoras do
gendtipo GG seja inferior, comparativamente as mulheres saudaveis GG (Figura 4.15B), ndo foi
atingida significancia estatistica (p=0,456). A expressao relativa no subgrupo de mulheres doentes
GC é superior comparativamente ao subgrupo de doentes GG, bem como em relagdo ao subgrupo
de mulheres sauddveis heterozigéticas (GC) (Figura 4.15B). Contudo, o reduzido nimero de amostras
impossibilitou a respetiva andlise estatistica. Apesar da expressdo relativa das duas isoformas ser
inferior nas mulheres sauddveis GG, comparativamente as do subgrupo GC (Figura 4.15B), ndo foi
atingida significancia estatistica (0,456).

A presenca das isoformas do gene HTR2A no cDNA sintetizado a partir do RNA extraido das
PBMCs foi igualmente averiguada por gRT-PCR. Na Tabela 4.10 estdo representados os valores de Cr
obtidos na quantificacdo dos transcritos do gene HTR2A e de dois genes enddgenos, HPRT1 e 18S,

numa mulher com diagnéstico provavel de vcDFT e uma sauddvel.
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Tabela 4.10 Anadlise da expressdo nas PBMCs das isoformas do gene HTR2A e de dois genes endégenos (HPRT1
e 18S) numa mulher com diagnéstico provéavel de vcDFT e uma saudavel (Ct).

Amostra NM_000621.4 NM_001165947.2 NM_000621.4 + NM_001165947.2 | HPRT1 18S
(C1) (Cr) (Cr) (Cr)  (C)

VcDFT 38,9 N3do houve amplificagdo 40,8 23,6 5,1
Ct 34,9 38,2 37,9 23,9 5,4

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Deméncia Frontotemporal e Cr- threshold cycle.

Os resultados sugerem uma amplificacdo adequada dos genes enddgenos HPRT1 e 18S e a

presenca de quantidades vestigiais ou inexistentes dos transcritos do gene HTR2A (Tabela 4.10).




5. Discussao
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5.1. Analise do gene HTR2A em doentes com diagndstico provavel de Degenerescéncia Lobar

Frontotemporal e correlagdao gendétipo - fenétipo

Apesar dos avangos significativos na compreensdo da DLFT, desconhecem-se as mutagdes
envolvidas em 30% dos doentes que manifestam uma histdria familiar positiva e a maioria dos casos
esporadicos permanecem inexplicados (See et al., 2010; Schlachetzki, 2011). Adicionalmente, até ao
momento, 0s mecanismos subjacentes a doenga ainda nao estdao completamente compreendidos e
sdo inexistentes tratamentos eficazes (Schlachetzki, 2011). Deste modo, a identificacdo de genes
adicionais envolvidos na DLFT podera contribuir para a compreensao dos mecanismos subjacentes a
doenca e para o desenvolvimento de aplicacGes terapéuticas e de diagndstico. As variacGes de
sequéncia identificadas no gene HTR2A (Tabela 4.1) ndo aparentam constituir uma causa primaria
para a etiologia da DLFT. A amplificacdo de uma regido no intrdo do gene TSPAN9 no doente que
aparentava ser portador da delecao rs71790269 em heterozigotia pode ser devida a variagdes de
sequéncia que favoreceram a hibridizacdo inespecifica do primer, porém ausentes nos restantes
doentes. Esta situacdo evidencia claramente a necessidade de, sempre que possivel, confirmar os
resultados com o intuito de garantir a sua precisdo e rigor, evitando ambiguidades cientificas.
Contudo, a DLFT é uma patologia complexa e multifatorial, na qual varios genes estdo envolvidos na
suscetibilidade para a doenca, sendo, por conseguinte, improvavel que uma Unica mutagdo num gene
cause a patologia. A hipdétese de “doenca comum - variante comum” sustenta que doencas
complexas comuns sdao em grande parte devidas a variantes genéticas também comuns, com
frequéncias relativamente elevadas na populacdo, sendo o efeito predisponente de cada uma
pequeno a modesto (Lander, 1996; Cargill et al., 1999; Chakravarti, 1999). O conjunto das varia¢des
genéticas aumentam significativamente o risco para a doenca mas, ndo sdo, na realidade,
propriamente necessdrias ou suficientes para a causar (van der Flier & Scheltens, 2005). Pelo
contrario, estes genes de risco exibem padrdes intrincados de interacdo uns com os outros e com
varidveis ndo genéticas que modificam o risco para sofrer a doenca (van der Flier & Scheltens, 2005).
O estudo realizado por Yang et al. (2005) verificou que sdo necessdrios aproximadamente 20 genes
de suscetibilidade para explicar 50% de uma doenca complexa comum na populacdo, se os gendtipos
predisponentes forem comuns. Até ao momento, ndo ha evidéncia empirica suficiente para provar
ou ndo a referida hipotese. Contudo, alguns exemplos de tais variagdes comuns sdo conhecidas,

como é o caso dos polimorfismos c.*276C>T e ¢c.894T>G, nos genes NOS1 e NOS3 respetivamente,
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constituirem fatores de risco para o desenvolvimento da DLFT (Venturelli et al., 2008; Venturelli et
al., 2009). Deste modo, no sentido de determinar se algumas das variacdes de sequéncia
identificadas no gene HTR2A desempenham um papel na suscetibilidade para a DLFT, as distribuicdes
genotipicas tinham de ser comparadas considerando as subdivisGes de género, idade de inicio,
presenca ou auséncia de histéria familiar, depressao e agressividade, MMSE e CDR. Além disso,
sabendo que a frequéncia das variagdes de sequéncia pode variar bastante entre as populagdes
(Jorde, 2001; Sanders-Bush et al., 2003), as distribuicGes genotipicas tinham igualmente de ser
analisadas num grupo constituido por individuos saudaveis [ajustados relativamente ao género,
idade e etnia, recrutados na mesma regido geografica e ndo relacionados (Risch, 2000; Bird et al.,
2001; Correia, 2008)] e comparadas com as distribuicdes genotipicas e alélicas determinadas no
grupo de doentes com DLFT, considerando o numero total de amostras analisadas e as subdivisGes
de género e idade. Diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias entre os subgrupos
comparados sugerem o envolvimento do marcador na suscetibilidade para a doencga (Risch, 2000;
Lewis & Knight, 2012). No estudo de correlacdo gendtipo - fendtipo do presente trabalho, foram
selecionadas as variagdes de sequéncia missense rs6312, rs1805055 e rs6314. De facto, de todas as
variacbes de sequéncia identificadas em genes associadas com doencgas, as missense/nonsense
(58,9%) sdo trés a seis vezes mais frequentes do que as delecdes (21,8%) e as de splicing (9,8%)
respetivamente (Pasternak, 2005). Adicionalmente, no caso dos GPCRs, tal como o 5-HTRza, as
variacoes de sequéncia que alteram o aminodcido codificado podem ter uma consequéncia deletéria
no folding da proteina, produzindo uma conformagdao instavel que é retida no reticulo
endoplasmatico, podem modificar as interacdes entre recetor - ligando e, quando localizadas nos
dominios intracelulares, alterar a cinética de interacdao entre recetor - proteina G ou a fosforilagao
(Sanders-Bush et al., 2003). Cada uma destas situagGes resultaria na diminuicdao do sinal downstream,
conduzindo a alteracdo, provavelmente inapropriada, da resposta celular ao estimulo (Sanders-Bush
et al., 2003). A variacdo de sequéncia rs6312 resulta na substituicdo do aminoacido asparagina pelo
aspartato na posicdao 49 (p.Asn49Asp) na proteina NP_001159419. A asparagina possui um grupo
amino em substituicdo de um dos atomos de oxigénio existentes no aspartato concomitante com a
perda de uma carga negativa (Betts & Russell, 2003). A rs1805055, descrita pela primeira vez por
Erdmann et al. (1996), promove a substituicdo do aminodcido treonina por asparagina (p.Thr25Asn),
ambos polares, no terminal aminico da proteina NP_000612 (Betts & Russell, 2003). A rs6314,

igualmente descrita por Erdmann et al. (1996), resulta em diferencas de cargas, uma vez que uma
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histidina basica é substituida por uma tirosina neutra, e na possibilidade de fosforilacdo pelas
proteinas cinases, tornando exequivel a ocorréncia de alteragdes na estrutura secundaria do recetor
(Betts & Russell, 2003). As varia¢Oes de sequéncia localizadas no promotor (rs6311, rs6315 e rs6316
em ambas as isoformas), na 5’"UTR (rs6312, rs6310, rs7996679 e rs36212789 na NM_000621.4) e na
3’UTR (rs58145637 e rs3125 em ambas as isoformas) do gene HTR2A foram igualmente selecionadas
para o estudo de correlagdo gendtipo - fenétipo, pois podem influenciar a expressao do recetor, de
acordo com estudos previamente publicados (Rana et al., 2001; Sanders-Bush et al., 2003). De facto,
os niveis de expressao dos GPCRs sdo importantes na determinacdo da magnitude e sensibilidade da
resposta a agonistas (Rana et al., 2001; Sanders-Bush et al., 2003). Além disso, variacGes genéticas
no promotor e nas regides nao traduzidas estdo associadas ou conferem suscetibilidade para varias
doengas humanas (Rana et al., 2001; Sanders-Bush et al., 2003; Chatterjee et al., 2010; Pal et al.,
2010). Finalmente, a variacdo de sequéncia silenciosa rs6313 foi selecionada porque tem sido
proposto o seu envolvimento em varias patologias, tais como a DA (Holmes et al., 1998; Nacmias et
al., 2001; Holmes et al., 2003; Rocchi et al., 2003; Assal et al., 2004; Lam et al., 2004) ou a
esquizofrenia (Inayama et al., 1996; Williams et al., 1996; Abdolmaleky et al., 2004). Além disso,
supdOe-se que os coddes sindnimos das variacoes de sequéncia silenciosas podem promover cinéticas
de traducdo diferentes e, por conseguinte, modificar o folding concomitante com a producdo de uma
proteina com estrutura ou funcgao final diferente (Komar, 2007; Waldman et al., 2011).

No estudo de correlacdo genétipo - fenétipo foram identificados valores estatisticamente
significativos na comparacao de frequéncias genotipicas e alélicas correspondentes a varia¢cdao de
sequéncia rs3125 entre as mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e mulheres saudaveis
(p=0,047 e 0,037 respetivamente, Tabela 4.8). Uma vez que foi verificada significancia estatistica
apenas relativamente ao género feminino, a variacdo de sequéncia rs3125 podera estar relacionada
com a manifestacdo da doenca em sinergia com outros fatores ainda desconhecidos, que conferem
maior predisposicdo para a patologia nas mulheres. Williams et al. (2003) verificaram que os efeitos
de polimorfismos em genes relacionados com a 5-HT na funcdo serotoninérgica no SNC variam em
funcdo do género. Por conseguinte, concluiram que o género tem de ser incluido na investigacdo dos
efeitos dos referidos polimorfismos. De facto, a associacdo entre o rs3125 e a vcDFT ndo teria sido
identificada no presente estudo se o género nao tivesse sido considerado. Varios estudos tém
determinado dimorfismos sexuais no sistema serotoninérgico que podem contribuir para a

vulnerabilidade para a vcDFT nas mulheres: a velocidade média de sintese de 5-HT nos homens
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normais é 52% superior a das mulheres em vdrias regides cerebrais (Nishizawa et al., 1997); as
concentragdes do metabolito 5-HIAA no CSF sdo maiores nas mulheres do que nos homens (Jonsson
et al., 2000; Williams et al., 2003); a atividade da MAO é significativamente superior nas mulheres,
comparativamente aos homens, em varias regides cerebrais (Robinson et al., 1977); os potenciais de
ligacdo do 5-HTT, um transportador de 5-HT, sdo menores nas mulheres, em comparacdo com os
homens, em varias regides cerebrais corticais e subcorticais (Jovanovic et al., 2008). Adicionalmente,
sustenta-se a hipdtese da associagao de alguns processos patoldgicos e doengas neurodegenerativas
com as mulheres ser devida ao declinio nos niveis de estrogénio na menopausa (Diel, 2002; Cutter et
al., 2003). No cérebro, os estrogénios e o sistema serotoninérgico estao envolvidos na regulacao do
humor e de funcGes comportamentais, tais como a aprendizagem e a memoaria (Rubinow et al., 1998;
Rybaczyk et al., 2005; Birzniece et al., 2006; Hildebrandt et al., 2010). Supde-se que o declinio de
estrogénios nas mulheres reduz a disponibilidade de 5-HT na fenda sinatica, favorece o efeito
inibitério do 5-HTR1a e diminui os niveis de RNAm do 5-HTRza (Rybaczyk et al., 2005; Hildebrandt et
al., 2010). H4 estudos que tém demonstrado que ndo ha alteracdo nos niveis de estrogénios nos
homens devido a conversdo da testosterona em estrogénio no cérebro (Swerdloff & Wang, 1993;
Sternbach, 1998; Black et al., 2001), sendo improvavel uma alteracdo acentuada nos niveis de 5-
HTR2a nos homens. As diferencas entre os géneros também se estendem a func¢des cognitivas.
Perneczky et al. (2007) verificaram que teriam de ocorrer mais lesdes cerebrais nos homens com
DLFT do que nas mulheres para causar o mesmo grau de défice cognitivo. Segundo estes
investigadores, os homens tém maior reserva cognitiva e, por conseguinte, o grau de compensacao
das lesGes cerebrais é superior, comparativamente as mulheres. A forma como as referidas
diferencas entre os géneros se combinam para promover vulnerabilidade para a vcDFT nas mulheres
ndo é clara, mas a sua consisténcia é indubitavelmente sugestiva. A variacdo de sequéncia rs3125
localiza-se na 3’UTR que, por sua vez, esta envolvida na regulacdo da expressado (Pesole et al., 2000;
Mignone et al., 2002; Barrett et al., 2012). Variagcdes de sequéncia que alteram os elementos
funcionais da 3’UTR, tais como o sinal de poliadenilacdo, locais de ligacdo de microRNAs (miRNAs),
elementos ricos em AU, podem afetar a expressao do gene e conduzir a producdo de proteinas nao
funcionais ou quantidades reduzidas de peptideos funcionais (Pal et al., 2010; Barrett et al., 2012;
Matoulkova et al., 2012). De facto, as sequéncias regulatérios ativas na 3’'UTR (elementos cis ou cis -
acting) sao considerados como marcas moleculares reconhecidas pelos elementos trans - acting, tais

como os miRNAs, para ativarem ou reprimirem a expressao de um gene (Matoulkova et al., 2012).
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Os miRNAs regulam a expressdo ao nivel pds - transcricional pela destabilizacdo/degradacdo do
RNAm e/ou inibicdo da traducdo (Pal et al. 2010; Barrett et al., 2012; Jun & Mouradian, 2012;
Matoulkova et al. 2012; Ziebarth et al., 2012). Estima-se que regulam aproximadamente 60% dos
genes humanos (Ziebarth et al., 2012). Variagdes genéticas no local de ligagdo do miRNA podem
elimina-lo ou enfraquecé-lo, bem como, gerar um ilegitimo, resultando na altera¢do dos niveis de
expressao do gene e influenciando o risco para a doenga (Pal et al., 2010; Ziebarth et al., 2012).
Rademakers et al. (2008) sugeriram que a regulagdo por miRNAs pode representar um mecanismo
comum subjacente a doencas neurodegenerativas complexas. Estes investigadores verificaram que
os doentes homozigdticos TT para o rs5848 (localizado na 3'UTR do gene GRN) tém 3,2 vezes mais o
risco de desenvolver DLFT-U e que o miR-659 liga-se de forma mais eficiente ao alelo T resultando na
inibicdo da traducdo da proteina GRN. Assim, a variacdo de sequéncia rs3125 pode promover
alterac¢des nos niveis de RNAm ou da proteina do 5-HTR2a nas mulheres com diagndstico provavel de
vcDFT portadoras do gendtipo GG por mecanismos ainda desconhecidos envolvendo miRNAs, que,
juntamente com os efeitos dos dimorfismos sexuais, poderdo justificar a associacdo obtida. Deste
modo, é revelante quantificar a expressdao do gene HTR2A nas mulheres com diagndstico provavel
de vcDFT comparativamente as mulheres saudaveis, de acordo com os gendtipos para o rs3125.

Os resultados obtidos indicam uma associacdo entre as variacbes de sequéncia rs6312 e
rs6310 (Tabela 4.4), hipdtese sustentada pelo facto das frequéncias genotipicas e alélicas existentes
na populagdo europeia serem iguais (rs6312/rs6310: AA - 0,885; AG - 0,115; GG - 0; A - 0,942; A -
0,942; Sherry et al., 2001). Adicionalmente, os resultados sugeriram que a variacdo de sequéncia
rs6311 estd em desequilibrio de ligacdo com a rs6313 (Tabela 4.4), associacdo igualmente
identificada noutros estudos (Spurlock et al., 1998; Saiz et al., 2008). Somente um individuo sauddvel
foi excecdo, situacdo também observada por Mandelli et al. (2011) cujas distribuicGes genotipicas
foram: 19 individuos sauddveis portadores do gendtipo AA, 32 do AG e 14 do GG no caso do rs6311
e 14 portadores do CC, 31 do TC e 20 do TT para o rs6313. O desequilibrio de ligacdo entre alelos
comuns pode ser particularmente relevante na identificacdo de genes de predisposicao para doencas
(Reich et al., 2001). Contudo, neste caso, o referido desequilibrio de ligacdo ndo aparenta estar

associado com a patologia, uma vez que foi igualmente identificado em individuos saudaveis.
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5.2. Estudo de gendmica funcional da variacdo de sequéncia rs3125

Variagdes de sequéncia que estdo envolvidas na regulacdo da expressdao de um gene podem
contribuir para a suscetibilidade de doengas humanas (Pastinen et al., 2004; Pastinen et al., 2006).
Contudo, uma limitacdo inerente aos estudos de expressdo de genes em doencgas neuroldgicas como
a DLFT é a obtencgao de tecido cerebral pds-mortem. No sentido de contornar este problema, sdo
frequentemente utilizados modelos periféricos facilmente acessiveis e menos invasivos, obtidos a
partir dos doentes vivos. Tendo em conta que o sistema serotoninérgico pode estar implicado na
etiologia de uma variedade de doengas neuroldgicas, a possibilidade de ser estudado em células de
facil acesso pode contribuir para a compreensao dessas patologias. Por exemplo, Muck-Seler et al.
(2009) verificaram que a diminui¢do na concentragado de 5-HT e na atividade da MAO-B nas plaquetas
estava associada com a DA na fase tardia, sugerindo a possibilidade destes marcadores indicarem a
gravidade e/ou o progresso clinico da patologia. As plaquetas foram usadas no presente estudo para
analisar o possivel papel funcional desempenhado pela variacdo de sequéncia rs3125 nas mulheres
com diagndstico provavel de vcDFT. De facto, as plaquetas tém sido utilizadas como um modelo
periférico acessivel e rapido do neurdnio serotoninérgico: a 5-HT é armazenada para ser protegida
da acdo da enzima MAO em ambos os tecidos (Jernej et al., 2000); possuem os recetores 5-HTR2a,
cuja fungdo é farmacologicamente similar aos existentes no SNC (Stahl, 1985; Pletscher, 1988; Singh
et al., 2003); a sequéncia nucleotidica do cDNA do gene HTR2A nas plaquetas é idéntica ao do cértex
frontal humano (Cook et al., 1994); a estimulacdo dos recetores 5-HTR,a nas plaquetas promove a
hidrélise dos fosfoinositideos, produzindo IP3 concomitante com a mobilizacdo de Ca%* intracelulara
partir dos locais de armazenamento internos, tal como no cérebro (Affolter et al., 1984; de Chaffoy
de Courcelles et al., 1985; Suzuki et al., 2001); as caracteristicas de ligacdo dos ligandos ao 5-HTR2a
nas plaquetas e no cértex frontal sdo similares (Geaney et al., 1984; Elliott & Kent, 1989; Ostrowitzki
et al., 1993). Além disso, as plaquetas armazenam e libertam neurotransmissores, tais como o
glutamato e a dopamina (Kroll & Schafer, 1989; Cupello et al., 2005), bem como algumas proteinas
relacionadas com os neurdnios, por exemplo recetores (Catricala et al., 2012). A isoenzima neuron -
specific enolase (NSE), expressa apenas em neurdnios e células neuroenddcrinas especificas, foi
identificada nos megacaridcitos e nas plaquetas sanguineas (Marangos et al., 1980).

Neste estudo verificou-se que as plaquetas possuem uma quantidade reduzida de RNA

(Seccdo 4.3.1.), resultado concordante com os dados na literatura (Harrison & Goodall, 2008; Schedel
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& Rolf, 2009). Por exemplo, Sottile et al. (1989) obtiveram apenas 20ng de RNA a partir de 107
plaquetas, enquanto Schedel & Rolf (2009) entre 50 - 100ng a partir de 3 - 5x108 células. Devido a
concentracdo reduzida de RNA nas plaquetas, ndo foi obtida qualquer informacdo na andlise
realizada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Secgdo 4.3.1.). E de referir que a maioria dos estudos
realizados ndo determinam a qualidade e a integridade do RNA das plaquetas (Wang et al., 2003;
Graham et al., 2004; Birschmann et al., 2008; Shashkin et al., 2008), apesar da sua importancia. Neste
estudo, seria interessante determinar a qualidade e a integridade do RNA das plaquetas tal como foi
realizado por Calverley et al. (2010), nomeadamente utilizando o RNA 6000 Pico Kit (Agilent
Technologies) que compreende o intervalo de concentragdo de RNA entre 500 e 5000pg/uL (Agilent
Technologies, 2006). Contudo, a integridade e a qualidade de cada isoforma do gene HTR2A foi
assegurada pela sequenciacdo dos respetivos fragmentos de cDNA amplificados de
aproximadamente 1,3Kb e que incluiam exon-exon boundaries (Sec¢ao 3.2.3.5.). De facto, Rolf et al.
(2005) verificaram que é possivel efetuar uma andlise de RNA a partir de aproximadamente 8x108
plaguetas, valor inferior ao que foi usado no presente estudo. Devido a quantidade reduzida de
RNAm existente nas plaquetas, comparativamente a outras células e ao facto da transcricdo ocorrer
no nucleo das células eucaridticas, a sua importancia foi subestimada durante muito tempo e
considerado que estas células anucleadas tinham uma capacidade limitada ou inexistente de
biossintese de proteinas (Harrison & Goodall, 2008). Surpreendentemente foi constatado que as
plaguetas possuem: RNAs mensageiros (RNAsm) ricos em caudas de poli(A), que protegem o RNA da
degradacdo e sdo necessarias para a realizacdo da traducdo (Roth et al., 1989); a proteina eucariética
elF4E (fator de iniciacdo 4), essencial para a tradugdo é constitutivamente expressa (Lindemann et
al., 2001); reticulo endosplasmatico rugoso e ribossomas (Ts’ao, 1971; Harrison & Goodall, 2008);
RNAsm ndo processados e um spliceossoma funcional, complexo necessario para a remoc¢ao dos
intrées de modo a que o RNAm maduro possa ser traduzido (Denis et al., 2005). Estas evidéncias de
controlo pds-transcricional da expressdo de um gene nas plaquetas demonstra que sdo células
complexas e que o pool de RNAm é estavel, ndo degradado e mais diversificado do que se pensava
anteriormente, sendo sugerida uma sintese regulada e induzida de varias proteinas (Pabla et al.,
1999; Gnatenko et al., 2003; McRedmond et al., 2004; Macaulay et al., 2005; Harrison & Goodall,
2008). De facto, estdo representados nas plaquetas 15 - 32% de genes codificantes de proteinas na
forma de RNAm (Bugert et al., 2003; Gnatenko et al., 2003; McRedmond et al., 2004). Contudo, a

literatura refere que a identificagao de RNA especifico das plaquetas é muitas vezes limitada pela
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contaminacdo com RNA proveniente de leucécitos, cujas quantidades sdo superiores (Birschmann et
al., 2008; Schedel & Rolf, 2009). Por exemplo, Sottile et al. (1989) obteve 20ng de RNA total a partir
de 107 plaquetas comparativamente a 1,2g no mesmo numero de linfécitos (107). Portanto, um
pequeno numero de leucdcitos pode significativamente distorcer o perfil de RNAm das plaquetas
(Rolf et al., 2005; Schedel & Rolf, 2009). No entanto, neste estudo a possibilidade de contaminacao
com leucdcitos foi minimizada através da realizagdo de uma centrifugagdo para a sua remogao dos
preparados de plaquetas (Sec¢do 3.2.3.1.), bem como através da determinagdo da presenc¢a de DNAg,
cuja possivel fonte seria a partir de células nucleadas, tais como os linfécitos ou mondcitos.

Das mulheres doentes (5 e 6) e sauddveis (13 - 16) heterozigbticas para a variacao de
sequéncia rs3125, apenas na doente 6 ndo se encontrou expressao bialélica no transcrito
NM_000621.4 do gene HTR2A, pois o alelo C foi o Unico detetado (Tabela 4.9). No entanto, na
isoforma NM_001165947.2, foi identificada expressdo bialélica apenas em 50% das mulheres
sauddveis (15 e 16), o alelo G foi o Unico detetado nos restantes individuos incluidos na amostragem
(Tabela 4.9). SupGe-se que no ambiente celular, na auséncia de elementos cis - acting, os alelos sdo
igualmente expressos (Yan, 2005). Por sua vez, quando um individuo é heterozigdtico para
polimorfismos cis - acting, o RNAm de cada alelo é expresso de forma diferente (Yan, 2005). Lo et al.
(2003) avaliaram a expressdo alélica do rs3125 genotipado em heterozigotia e verificaram que a
razdo C/G era bialélica no rim (1,06) e monoalélica no figado (16,46). Zhang et al. (2009) sugeriram
gue a expressao por alelo estd associada a uma regulacdo cis especifica por tecido. Pastinen et al.
(2004) analisaram, em linhas celulares linfoblastdides, a variacdo de sequéncia rs6313 no gene HTR2A
em heterozigotia e identificaram uma expressdo monoalélica (de qualquer um dos alelos) na
isoforma NM_000621. Lo et al. (2003) avaliaram 1063 polimorfismos (em 602 genes) em
heterozigotia e detetaram a expressao preferencial de um alelo em pelo menos um individuo em
54% dos genes analisados. Bray et al. (2003) constataram que as influéncias cis - acting na expressao
de um gene ocorrem também no cortex cerebral, pois identificaram diferencas na expressao alélica
relativa em 7 dos 15 genes analisados. A expressao diferencial dos dois alelos esta associada com a
variabilidade fenotipica humana e tem sido sugerida a possibilidade de conferir suscetibilidade para
algumas doencas (Lo et al., 2003; Pastinen et al., 2004; Ronald et al., 2005; Gimelbrant et al., 2007;
Milani et al., 2009). Contudo, no presente estudo, a expressdo diferencial dos dois alelos para a
variacdo de sequéncia rs3125 ndo aparenta estar associado com a patologia, uma vez que foi

igualmente identificada em individuos saudaveis. Contudo, seria necessario obter mais amostras
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heterozigdticas de doentes e individuos saudaveis e determinar a respetiva expressao alélica para o
rs3125 nas isoformas do gene HTR2A para averiguar a possivel associagdao com a patologia.

A quantificacdo relativa, por RT-PCR, dos transcritos do gene HTR2A em plaquetas, foi
realizada incluindo os genes de referéncia HPRT1 e 18S, determinados como os mais estaveis em
cada grupo analisado (mulheres doentes e saudaveis) para que, deste modo, fossem controladas
variaveis tais como a quantidade de material inicial ou diferengas na eficiéncia dos ensaios (por
exemplo da sintese de cDNA) (Thellin et al., 1999; Bustin, 2000; Vandesompele et al., 2002; Arya et
al., 2005; Kubista et al., 2006; Ma et al., 2006). Até ao momento, apenas o estudo realizado por Zsoéri
et al. (2013) averiguou em 7 individuos saudaveis (idades compreendidas entre os 26 - 54 anos) quais
0s genes mais estdveis a serem incluidos na quantificagao de transcritos nas plaquetas. De um painel
de 17 genes (GNAS, ACTB, HDGF, PTMA, B2M, GAPDH, HMBS, TBP, UBC, EAR, OAZ1, WIPI2, NCOA4,
EEF2, VAMP, ANAPC5 e CFL1), foram indicados os genes GAPDH, GNAS e ACTB (Zséri et al., 2013). Os
resultados no presente estudo sugerem que a expressao do alelo C para a variacdo de sequéncia
rs3125 promove o aumento da expressao relativa do transcrito NM_000621.4 em ambos os grupos
analisados (Figura 4.13B) e do NM_001165947.2 nas mulheres saudaveis (nenhuma doente
expressou o referido alelo neste transcrito, Figura 4.14B). Contudo, o nimero de mulheres doentes
e mulheres saudaveis com expressao do alelo C na isoforma NM_000621.4 (n=2 e 4 respetivamente)
e na NM_001165947.2 (n=0 e 2 respetivamente) era muito reduzido. Assim, de forma a elevar o
poder estatistico e a confianca nos referidos resultados, seria necessario incluir amostras com
expressao bialélica (GC) e monoalélica C em ambos os grupos analisados e para cada isoforma do
gene HTR2A. Adicionalmente, foi obtida uma diferenca estatisticamente significativa na comparacao
dos niveis de expressao relativa do transcrito NM_000621.4 entre os subgrupos de mulheres doentes
e sauddveis com expressao monoalélica G (p=0,025). A expressao de um gene é regulada nas células
humanas e a sua alteracdo pode conduzir ao desenvolvimento de doencas (Cheung & Spielman,
2009). O nivel de expressao genética é um fendtipo quantitativo diretamente associado com a
variacdo no DNA, podendo ser influenciado por polimorfismos em regides cis - regulatdrias, uma vez
que afetam a iniciacdo da transcricdo, a velocidade de transcricdo e/ou a estabilidade do transcrito
de uma forma especifica por alelo (Wittkopp et al., 2004; Pastinen et al., 2006; Stranger et al., 2007;
Cheung & Spielman, 2009). Stranger et al. (2007) supdem a existéncia de uma abundancia de
variacoes cis - regulatdrias no genoma humano, sendo algumas responsaveis pelo desenvolvimento

de suscetibilidade para doencas. Uma das formas de modularem a expressdo genética é pela
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alteracdo dos locais de ligacdo de miRNAs (Zhang et al., 2009). Embora o mecanismo através do qual
os alvos de RNAm especificos sdo selecionados nao esteja ainda classificado, uma caracteristica dos
pares de miRNA - RNAm é a complementariedade entre a extremidade 5’ (seed region) do miRNA
maduro e a 3’UTR do RNAm alvo (Barrett et al., 2012; Jun & Mouradian, 2012; Ziebarth et al., 2012).
A previsdo obtida para a variacdo de sequéncia rs3125 recorrendo a “PolymiRTS Database 3.0”
(Ziebarth et al., 2012) revelou a possibilidade de ligagdo de miRNAs diferentes de acordo com o
nucledtido presente: hsa-miR-5683 e hsa-miR-5689 no caso do alelo G e hsa-miR-3976 no C (Figura

5.1).

RefSeq ID: NM_000621

Gene Symbol: HTR2A

Description:  Homo sapiens S-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A (HTR2A), transcript
variant 1, mRNA,

Gene Location: chrl3(-):47407512-47471169

SNPs and indels in miRNA target sites

[~ Waobble
Location Mutation' |Variant base A“"s'ml,\llele miR ID miRSite
D type Sl Allele
1sa-mR-5683 tATCTGTAtgec
117408851 1s3125 snp N G hsa-miR-5689  fatatcTGTATGCe
C [hsa-miR-3976  |ataTCTCTATgce

Figura 5.1 Representacdo dos miRNAs (miR) que se podem ligar na presenca do alelo wild type e do variante
correspondente a varia¢do de sequéncia rs3125. Previsdo obtida na “PolymiRTS Database 3.0”.

Conforme referido anteriormente, por causa da complementariedade miRNA - RNAm,
variacdes genéticas no local de ligacdo do miRNA pode elimina-lo ou enfraquecé-lo, bem como, gerar
um ilegitimo, resultando na alteracdo dos niveis de expressdo do gene (Pal et al., 2010; Ziebarth et
al., 2012). Deste modo, a possivel inducdo da degradacdao do RNAm da isoforma NM_000621.4 pelo
complexo RISC, em consequéncia da complementariedade entre as sequéncias do miRNA com o
RNAm alvo na presenca do alelo G para a variacdo de sequéncia rs3125 (Bartel, 2009; Barrett et al.,
2012; Jun & Mouradian, 2012), poderad estar envolvida na menor expressdo relativa (da
NM _000621.4) identificada nas mulheres doentes com expressdo monoalélica G comparativamente
as mulheres saudaveis G (p=0,025), bem como em relacdo as doentes com expressao do alelo C (na
forma bialélica GC e monoalélica C (Figura 4.13B). Os resultados sugerem que o efeito ndo é tao

acentuado entre as mulheres saudaveis com expressdao monoalélica G e bialélica (GC) (Figura 4.13B).
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Esta hipdtese pode ainda ser suportada pelo facto de que varios estudos recentes,
surpreendentemente, revelaram que as plaquetas humanas possuem uma quantidade elevada e
diversificada de miRNAs funcionais, sugerindo que os RNAsm podem ser regulados por miRNAs
(Landry et al., 2009; Edelstein et al., 2011; Nagalla et al., 2011; Osman et al., 2011; Plé et al., 2012).
Portanto, a expressao relativa diminuida do transcrito NM_000621.4 nas mulheres doentes com
expressao monoalélica G devido ao possivel envolvimento de miRNAs, conjugado com a prevaléncia
aumentada do gendtipo GG e do alelo G sugerida no estudo de correlagdo genétipo-fendtipo (Figura
4.8), juntamente com os efeitos derivados de dimorfismos sexuais abordados na Secgdo 5.1, poderao
justificar a associacdo obtida do rs3125 como um possivel fator de risco nas mulheres com
diagnéstico provavel de vcDFT.

Este estudo possibilitou ainda verificar aimportancia de analisar a expressdo de cada isoforma
do gene HTR2A separadamente. De facto, conforme mencionado anteriormente, foram identificados
individuos genotipicamente heterozigbticos que ndo expressaram ambos os alelos (Tabela 4.9).
Tendo conhecimento apenas da informacdo genotipica e a determinacao da expressao total dos dois
transcritos do gene HTR2A num Unico ensaio, embora ocorra a diminui¢do da expressao relativa nas
mulheres doentes portadoras do gendtipo GG, comparativamente as saudaveis GG (Figura 4.15B),
ndo foi atingida significancia estatistica (0,456). Portanto, se a expressao especifica do transcrito
NM_000621.4 nao tivesse sido analisada, a significancia estatistica entre as mulheres doentes e
saudaveis com expressdao monoalélica G teria sido ignorada (p=0,025).

Adicionalmente, foi possivel verificar que a expressao da isoforma NM_000621.4 é superior a
da NM_001165947.2 nos dois grupos estudados (mulheres doentes e sauddveis). A expressdo
relativa da NM_000621.4, comparativamente a NM_001165947.2, foi de 4,4 vezes mais no grupo
controlo e de 7,9 nos doentes. Mesmo de acordo com a expressao monoalélica G, a expressao
relativa da isoforma NM_000621.4 continua a ser superior a NM_001165947.2 em ambos os grupos
(4,7 e 5,9 vezes respetivamente). A referida proporc¢do sugere que talvez a isoforma NM_000621.4
seja mais funcional ou transcrita mais rapidamente. Contudo, ndo temos conhecimento até ao
momento de estudos que tenham comparado as caracteristicas das duas proteinas. Embora os
mecanismos basicos pelos quais os polimorfismos cis - acting influenciam a expressdo de um gene
ainda tenham de ser completamente compreendidos, sustenta-se a hipdtese que possam atuar na

expressao relativa por isoforma (Pastinen et al., 2006).
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A expressdo do gene HTR2A foi também analisada nas PBMCs. Alguns estudos demonstraram
uma associacdo entre os linfécitos e doengas neuropsiquiatricas, tais como a depressao,
esquizofrenia e a DA (Maes et al., 1995a; Maes et al., 1995b; Irwin, 1999; Tarkowski et al., 1999;
Schwarz et al., 2001a; Schwarz et al., 2001b). Foi sugerido que a auto-imunidade e a inflamagao
podem fazer parte dos mecanismos patofisioldgicos da DLFT, tendo sido detetados niveis elevados
de anticorpos para gangliosideos (Sjogren & Wallin, 2001) e do fator de necrose tumoral - alfa (TNF-
a) (Sjogren et al., 2004) no CSF, comparativamente a individuos saudaveis, bem como nos niveis de
expressao relativa do fator de transcricdo SP4 nas PBMCs (Villa et al., 2012). De facto, os linfécitos
libertam citoquinas periféricas que podem alterar as fun¢des do SNC de uma forma especifica
invocando respostas controladas autondémicas, neuroenddcrinas e comportamentais (Quan &
Herkenham, 2002). A existéncia de recetores de citoquinas nos neurdnios, tais como IL-1, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, TNF (Sternberg, 1997; Turnbull & Rivier, 1999), sustenta a hipétese de que
desempenham uma influéncia direta na fung¢do neuronal. As citoquinas TNFa, IL-10 e IL-3 aparentam
estar envolvidas na morte celular e na sobrevivéncia neuronal (Sternberg, 1997). Por sua vez, o SNC
regula o metabolismo dos linfécitos através de hormonas, neurotransmissores e neuropeptideos
(Gladkevich et al., 2004). Tal como as células neuronais, os linfécitos expressam neurotransmissores
e os recetores correspondentes, tais como acetilcolina, dopamina ou 5-HT (Gladkevich et al., 2004).
A possibilidade dos linfécitos possuirem um sistema de armazenamento serotoninérgico foi sugerido.
Existem evidéncias da presenca de um mecanismo de reuptake pelo transportador de 5-HT nos
linfocitos que possuem caracteristicas gerais e propriedades farmacoldgicas similares as encontradas
nos tecidos neuronais e nas plaquetas (Faraj et al., 1994).

Apesar da elevada qualidade e integridade do RNA extraido a partir das PBMCs de cada
individuo constituinte da amostragem, as isoformas do gene HTR2A nao foram identificados. Em
contrapartida, no estudo realizado por Diirk et al. (2005) os referidos transcritos foram detetados no
RNA extraido com o RNeasy mini kit a partir de mondcitos humanos. Contudo, o RNA extraido ndo
foitratado com DNase nem a presenca de DNAg averiguada, passos cruciais sobretudo quando foram
usados primers que hibridizavam no mesmo exao (verificado através do software In-Silico “PCR, UCSC
Genome Browser”, Fujita et al., 2011), ndo discriminando entre o cDNA e o DNAg. Assim, ha a
possibilidade de Dirk et al. (2005) terem amplificado DNAg em vez dos transcritos do gene HTR2A.
Yang et al. (2006) concluiram que o HTR2A é expresso nas PBMCs humanas utilizando o RNA extraido

com o RNeasy mini kit e os primers descritos por Diirk et al. (2005). Contudo, mais uma vez, nado foi
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realizado o tratamento com DNase nem averiguada a presenca de DNAg. Desta forma, ndo é excluida
a possibilidade de ter sido amplificado DNAg. Nos estudos desenvolvidos por Chon et al. (2004) e
Guhathakurta et al. (2009) foram igualmente utilizados primers que hibridizam no mesmo exdo em
RNA extraido a partir de sangue total de humanos, ndo sendo novamente averiguada a presenca de
DNAg nem efetuado o tratamento com DNase. No sentido de evitar resultados devidos a amplificacdo
de DNAg, é cada vez mais recomendado na literatura a utilizacdo de primers que hibridizem em exdes
diferentes, possuindo pelo menos um intrdao entre eles, ou um primer numa exon-exon boundary
(Bustin, 2000; Ginzinger, 2002; Bustin & Nolan, 2004; Kusbista et al., 2006). Se as intron-exon
boundaries sdao desconhecidas ou quando o alvo ndo tem intrdes, é imprescindivel tratar a amostra
de RNA com RNAse-free DNAse e averiguar a presenca de DNAg, por exemplo através da inclusdo de
um RT (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002; Kubista et al., 2006).

Uma vez que a RT-PCR apresenta elevada sensibilidade, possibilitando a detecdo especifica
de sequéncias de acidos nucleicos a partir de quantidades limitadas de amostra, por vezes até menos
de 5 cépias do alvo (Bustin, 2000; Bustin & Nolan, 2004; Valasek & Repa, 2005), os transcritos do
HTR2A foram quantificados nas PBMCs de uma mulher doente e uma sauddvel, usando os genes
enddgenos HPRT1 e 18S igualmente selecionados nos estudos desenvolvidos por Carlberg et al.
(2013) e Bas et al. (2004) respetivamente. Os resultados indicaram a presenca de quantidades
vestigiais ou inexistentes das isoformas do HTR2A, porém, foi observada a amplificacdo adequada
dos genes enddgenos (Tabela 4.10). Apesar de Wang et al. (2010) terem analisado o transcrito
NM_000621.4 por RT-PCR em leucécitos, ndao é possivel estabelecer qualquer comparagao com os
resultados do presente estudo, uma vez que ndo trataram as amostras com DNase e nem
averiguaram a presenga de DNAg, passos cruciais uma vez que os primers usados emparelhavam no
mesmo exdo. Por sua vez, Serebruany et al. (2010) quantificaram o transcrito NM_000621.4 nas
PBMCs extraidas de individuos saudaveis (idades compreendidas entre os 35 - 65 anos) por RT-PCR
utilizando o ensaio igualmente selecionado no presente estudo e que inclui uma exon-exon boundary
(HS00167241_m1, Tabela 3.7). Estes investigadores obtiveram o valor de Cr correspondente a 36,12,
sustentando a ideia da presenca de uma quantidade vestigial do transcrito nas PBMCS humanas.
Adicionalmente, verificaram que a expressdo nas plaquetas (Cy=29,39) era superior,
comparativamente as PBMCs (Serebruany et al., 2010), tal como foi sugerido nos resultados do
presente estudo. No entanto, tem sido referido na literatura que a inibicdo da producdo de TNF-a

pela 5-HT envolve a participacdo do recetor 5-HTR;a nas PBMCs estimuladas, promovendo a
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diminuicdo das respostas inflamatérias (Arzt et al., 1991; Cloéz-Tayarani et al., 2003; Kubera et al.,
2005). Uma possivel explicagao para a identificagao da presenga do 5-HTR2a pode ser devida ao facto
de as células vivas terem a capacidade de, numa determinada altura, expressarem alguns genes e
outros nao (Ma et al., 2006). Portanto, quando uma proteina especifica é necessdria na célula, o
respetivo gene codificante é ativado, correspondendo a primeira etapa a sua transcricdo para RNAm
(Ma et al., 2006). Geralmente, a quantidade de RNAm produzido correlaciona-se com a quantidade

de proteina que é eventualmente sintetizada e necessaria (Ma et al., 2006).

5.3. Perspetivas futuras

Seria enriquecedor para este estudo aumentar o numero de amostras de DNA
correspondentes aos grupos de doentes com diagndstico provavel de DLFT e controlo de forma a
aumentar o poder estatistico.

O estudo funcional do rs3125 seria complementado pela quantificacdo das proteinas
codificadas pelos transcritos NM_000621.4 e NM_001165947.2 nas mulheres analisadas com
diagnéstico provavel de vcDFT e saudaveis. Essa determinacdo poderia ser realizada por Western
blot, a técnica convencional para este tipo de andlise (Dale & von Schantz, 2002). A possibilidade dos
miRNAs hsa-miR-5683 e hsa-miR-5689 (Figura 5.1) promoverem altera¢des nos niveis do transcrito
NM _000621.4 deveria ser averiguada, seguindo por exemplo o procedimento descrito por
Rademakers et al. (2008). Adicionalmente, seria conveniente incluir no estudo funcional da variacao
de sequéncia rs3125 mais mulheres com diagndstico provavel de vcDFT e saudaveis, representativas
de todos os gendtipos, para aumentar o poder estatistico. Seria igualmente interessante realizar o
referido estudo nas plaquetas de homens com diagnéstico provavel de vcDFT e homens saudaveis
para averiguar a existéncia de diferencas associadas aos géneros.

A realizacdo do estudo funcional da variacdo de sequéncia r3125 em tecido cerebral pos-
mortem de doentes com diagndstico provavel de vcDFT e individuos saudaveis daria um contributo
muito importante, uma vez que possibilitaria determinar se, no tecido afetado por esta patologia,

ocorrem as alteracGes observadas nas plaquetas.
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6. Conclusoes
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Os resultados deste estudo permitem concluir que as varia¢des de sequéncia identificadas no
gene HTR2A ndo constituem uma causa primdria para a etiologia da DLFT. Contudo, a varia¢do de
sequéncia rs3125 localizada na regido reguladora 3’"UTR do gene HTR2A constitui um possivel fator
de risco genético associado ao desenvolvimento de vcDFT nas mulheres, nomeadamente a perda de
heterozigotia e o aumento das frequéncias do gendtipo GG e do alelo G. A diminuicdo
estatisticamente significativa da expressao relativa do transcrito NM_000621.4 do gene HTR2A nas
mulheres com diagndstico provavel de vcDFT com expressao monoalélica G comparativamente as
mulheres saudaveis G podera constituir uma possivel justificacdo para a associacdo obtida.

Tendo em conta a literatura cientifica disponivel, este estudo forneceu a primeira evidéncia
de que o gene HTR2A podera estar envolvido na suscetibilidade para a vcDFT, sendo, por isso, uma

contribuicdo relevante para o esclarecimento da patogenicidade da DLFT.
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