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5-HTP 5-hidroxitriptofano (do inglês 5-hydroxytryptophan) 
5-HTRX Recetores de serotonina do tipo x (x = 1, 1A, 1B, 1D, 1E, 1F, 2, 2A, 2B, 2C, 3, 3A, 

3B, 3C, 4, 5, 5A, 5B, 6 e 7) 
A  Adenina  
ALS Esclerose lateral amiotrófica (do inglês Amyotrophic Lateral Sclerosis) 
APNF Afasia Progressiva Não Fluente 
Asn Asparagina 
Asp Ácido aspártico 
C  Citosina  
C9ORF72 Do inglês chromosome 9 open reading frame 72 gene 
Ca2+ Ião cálcio 
cDNA DNA complementar 
CDR Do inglês Clinical Dementia Rating 
CHMP2B Do inglês charged multivesicular body protein 2B gene 
CHMP2B Do inglês charged multivesicular body protein 2B 
cm Centímetro 
CSF Líquido cefalorraquidiano (do inglês cerebrospinal fluid) 
CT Do inglês threshold cycle 
DA Demência de Alzheimer 
DCB Degenerescência Corticobasal 
ddNTP  2’,3’-di-desoxi-ribonucleótido (N= A, T, G, C) 
ddNTPs 2’,3’-di-desoxi-ribonucleótidos (N= A, T, G, C) 
DFT Demência Frontotemporal 
DFT-DNM Degenerescência Lobar Frontotemporal com características da Doença do 

Neurónio Motor 
DFTP-17 Demência Frontotemporal com Parkinsonismo associada ao cromossoma 17 
DLDH Do inglês Dementia Lacking Distinctive Histopathology 
DLFT Degenerescência Lobar Frontotemporal 
DLFT-FUS DLFT com inclusões de ubiquitina - positiva, TDP-43 - negativa, FUS - positiva 
DLFTni DLFT sem inclusões 
DLFT-tau DLFT com inclusões de tau - positiva 
DLFT-TDP DLFT com inclusões de tau - negativa, ubiquitina e TDP-43 - positivas 
DLFT-U DLFT com inclusões de tau - negativa, ubiquitina - postitiva 
DLFT-UPS DLFT com inclusões de ubiquitina - positiva, TDP-43 e FUS - negativas 
DNA  Ácido desoxirribonucleico (do inglês deoxyribonucleic acid)  
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DNAg DNA genómico 
dNTPs  Desoxirribonucleótidos trifosfato (N = A, T, G, C)  
DO Densidade ótica 
DP Desvio-padrão 
DS Demência Semântica 
EDTA Ácido etileno-diamino-tetra-acético 
EHW Equilíbrio de Hardy - Weinberg 
EOD Doença de início precoce (do inglês early-onset disease) 
ER Enzima de restrição 
ESCRT Do inglês Endosomal Sorting Complex Required for Transport 
F Feminino 
FUS Do inglês fused in sarcoma gene 
FUS Do inglês fused in sarcoma protein 
G  Guanina  
GPCRs Recetores acoplados a proteínas G (do inglês G protein coupled receptors) 
GRN Do inglês progranulin gene 
GRN Do inglês progranulin protein 
His Histidina 
HPRT1 Do inglês hypoxanthine phosphoribosyltransferase gene 
HTR2A Do inglês 5-hydroxytryptamine receptor 2A gene 
IBMPFD DLFT associada à Miopatia do corpo de inclusão e à doença de Paget do osso 

(do inglês Inclusion Body Myopathy with early - onset Paget Disease and 
Frontotemporal Dementia) 

ins Inserção 
IP3 Inositol-1,4,5-trifosfato (do inglês inositol 1,4,5-trisphosphate) 
Kb Quilobase 
L Litro 
LOD Doença de início tardio (do inglês late-onset disease) 
M Masculino 
MAO Monoamina oxidase (do inglês monoamine oxidase) 
MAPT  Do inglês microtubule associated protein tau gene  
Mb Megabase 
mg Miligrama 
Mg2+ Ião magnésio 
miRNA MicroRNA 
miRNAs MicroRNAs 
mL  Mililitro  
mM  Milimolar  
MMSE Do inglês Mini Mental State Examination 
MVB’s Corpos multivesiculares (do inglês multivesicular bodies) 
N Negativa 
n Número de indivíduos 
ng Nanograma 
nm Nanómetro 
NTC Do inglês no template control 
P Positiva 
p Nível de significância estatística 
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pb  Pares de bases  
PBMCs Células mononucleares do sangue periférico (do inglês peripheral blood 

mononuclear cells) 
PBS Do inglês phosphate buffered saline 
PCR  Reação da polimerase em cadeia (do inglês polymerase chain reaction)  
Pg Picograma 
pmol Picomoles 
PRP Plasma rico em plaquetas 
PSP Paralisia Supra - Nuclear Progressiva 
qRT-PCR PCR em tempo real quantitativo (do inglês quantitative RT-PCR) 
RFLP  Polimorfismo de comprimento do fragmento de restrição (do inglês 

restriction fragment length polymorphism)  
RIN Número de integridade de RNA (do inglês RNA integrity number) 
RNA  Ácido ribonucleico (do inglês ribonucleic acid) 
RNAm  RNA mensageiro  
RNAsm RNAs mensageiros 
rpm Rotações por minuto 
RT- Do inglês reverse transcriptase minus 
RT-PCR PCR em tempo real (do inglês real time-PCR) 
SAP Do inglês shrimp alkaline phosphatase 
Ser Serina 
SERT Transportador de 5-HT (do inglês serotonin transporter) 
SNC Sistema nervoso central 
SQSTM1 Do inglês sequestosome 1 gene 
SSRIs Inibidores da recaptação serotoninérgica (do inglês Selective Serotonin 

Reuptake Inhibitors) 
T  Timina  
TARDBP Do inglês TAR - DNA binding protein 43 gene 
TDP-43 Do inglês TAR DNA binding protein 43 
Thr Treonina 
TNF-α Fator de necrose tumoral - alfa (do inglês tumor necrosis factor - alpha) 
TSPAN9 Do inglês tetraspanin-9 gene 
Tyr Tirosina 
UV  Radiação ultravioleta  
V Volt 
Val Valina 
VcDFT Variante comportamental da Demência Frontotemporal 
VCP Do inglês valosin - containing protein gene 
vs Versus 
xg Força centrífuga relativa 
α Alfa 
β Beta 
μL  Microlitro  
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Resumo 

 

A demência foi definida como um dos principais desafios do século XXI, devido à sobrecarga 

que é imposta, não apenas aos cuidadores, mas também aos sistemas social e de saúde. Assim, as 

demências devem ser o foco, não apenas para o planeamento de cuidados específicos a todos os 

níveis na sociedade, mas também para a investigação mais aprofundada e eficaz. A Degenerescência 

Lobar Frontotemporal (DLFT), a segunda causa mais frequente de demência neurodegenerativa 

precoce, inclui um grupo de doenças heterogéneas que têm em comum a degenerescência seletiva 

dos lobos frontais e/ou temporais, mas com subtipos clínicos e neuropatológicos distintos. A idade 

de início varia entre os 45 - 65 anos e a duração entre 6 - 8 anos. Existe uma distribuição semelhante 

entre os géneros. Atualmente, a DLFT inclui essencialmente três síndromes clínicas: a variante 

comportamental da Demência Frontotemporal (vcDFT) e duas variantes da linguagem - a Demência 

Semântica (DS) e a Afasia Progressiva Não Fluente (APNF). Além disso, verifica-se uma sobreposição 

de sintomas com outras doenças motoras, nomeadamente quando se associa a Doença do Neurónio 

Motor ou a sinais parkinsónicos: a DFTP-17 (associada a mutações no cromossoma 17), a 

Degenerescência Corticobasal e a Paralisia Supra - Nuclear Progressiva. A heterogeneidade genética 

da DLFT evidencia-se pela identificação de mutações nos genes MAPT, GRN, VCP, CHMP2B, TARDBP, 

FUS, C9ORF72 e SQSTM1. No entanto, desconhece-se ainda o mecanismo subjacente à etiologia da 

DLFT. Apesar dos poucos estudos existentes, tem sido evidenciada uma disfunção do sistema 

serotoninérgico (que desempenha um papel importante na modulação comportamental) associada 

à DLFT. Foi descrita a diminuição significativa do recetor de 5-hidroxitriptamina (serotonina) 2A (5-

HTR2A), envolvido em funções cognitivas tais como a memória e a aprendizagem, em áreas cerebrais 

de doentes com DLFT. Adicionalmente, foi descrita uma associação genética entre as variações de 

sequência no gene HTR2A (gene codificante do 5-HTR2A) e os sintomas psicóticos na Demência de 

Alzheimer, sendo frequente observar-se uma sobreposição clínica 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 identificação de variações de sequência que pudessem 

eventualmente estar associadas ao fenótipo clínico de DLFT. Foram incluídos 70 doentes com 

diagnóstico provável de DLFT, avaliados na Consulta de Demências no Centro Hospitalar e 

Universitário de Coimbra, E.P.E.. O DNA foi extraído a partir de sangue e a análise genética do gene 

HTR2A foi realizada através de amplificação por PCR, usando primers específicos, e subsequente 
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sequenciação de Sanger. Foram identificadas 17 variações de sequência (13 descritas previamente e 

4 novas). Os resultados sugerem que as variações de sequência identificadas no gene HTR2A não 

constituem uma causa primária para a etiologia da DLFT. 

Posteriormente, variações de sequência identificadas no gene HTR2A foram correlacionadas 

com as características clínicas dos doentes e analisadas num grupo constituído por 92 indivíduos 

saudáveis (ajustados para etnia, idade e género, sem problemas neurológicos). A genotipagem foi 

realizada por minissequenciação, sequenciação de Sanger e PCR-RFLP. Na análise estatística foram 

usados os testes de 2 e exato de Fisher (nível de significância quando p<0,05). Os resultados da 

correlação genótipo - fenótipo sugerem que a variação de sequência rs3125 localizada na região 

reguladora 3’UTR do gene HTR2A constitui um possível fator de risco genético associado ao 

desenvolvimento de vcDFT nas mulheres (genótipos: p=0,047; alelos: p=0,037), nomeadamente a 

perda de heterozigotia e o aumento das frequências do genótipo GG e do alelo G. 

Finalmente, a patogenicidade da alteração genética rs3125 foi avaliada através de um estudo 

de genómica funcional. O RNA foi extraído a partir de plaquetas e células mononucleares do sangue 

periférico de 6 mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e 10 mulheres saudáveis. A expressão 

alélica da variação de sequência rs3125 foi averiguada em cada isoforma do gene HTR2A por 

sequenciação de Sanger e PCR-RFLP. A expressão das isoformas do gene HTR2A foi determinada por 

PCR em tempo real quantitativo, após a seleção dos genes endógenos mais apropriados. Foi 

observada uma diminuição estatisticamente significativa da expressão relativa do transcrito 

NM_000621.4 em plaquetas das mulheres com diagnóstico provável de vcDFT com expressão 

monoalélica G, comparativamente às saudáveis (p=0,025). Este resultado poderá constituir uma 

possível justificação para a associação obtida do rs3125 como um possível fator de risco para a vcDFT 

nas mulheres. 

Tendo em conta a literatura científica disponível, este estudo forneceu a primeira evidência 

de que o gene HTR2A poderá estar envolvido na suscetibilidade para a vcDFT, sendo, por isso, uma 

contribuição 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 XXIst 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, C9ORF72 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 Universitário 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 

quantitative 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. 
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1.1. Demência 

 

A demência é uma das doenças mais frequentes no idoso e uma das principais causas de 

morte nos países desenvolvidos, estando a respetiva frequência a aumentar rapidamente na maioria 

dos países em consequência do envelhecimento da população (von Strauss et al., 1999; Berr et al., 

2005; Santana & Cunha, 2005; Stephan & Brayne, 2008). Ferri et al. (2005) estimaram que o número 

de pessoas dementes irá duplicar a cada 20 anos, passando de 24 milhões em 2001 para 42 e 81 

milhões em 2020 e 2040 respetivamente, assumindo que não existem estratégias preventivas 

eficazes ou tratamentos curativos. A demência, e o aumento no número de casos de demência, 

impõe encargos económicos e sociais elevados resultantes de custos diretos (assistência médica, 

medicação e apoios sociais) e indiretos (cuidados não remunerados prestados pela família e amigos) 

(Wancata et al., 2003; Wimo et al., 2013). De facto, estima-se que o custo mundial em 2010 foi de 

US$604 bilhões (Wimo et al., 2013). Perante o exposto, não é surpreendente que a demência tenha 

sido definida como um dos principais desafios deste século (Berr et al., 2005). 

Segundo a 10ª edição da Classificação Internacional das Doenças (CID-10) da Organização 

Mundial de Saúde a demência é uma síndrome resultante de doença cerebral, em geral de natureza 

crónica ou progressiva, na qual se registam alterações de múltiplas funções nervosas superiores 

incluindo a memória, o pensamento, a orientação, a compreensão, o cálculo, a aprendizagem, a 

linguagem e o raciocínio, na ausência de perturbação do estado de consciência. As perturbações das 

funções cognitivas são muitas vezes acompanhadas, e eventualmente precedidas, por deterioração 

do controlo emocional, do comportamento social ou da motivação (World Health Organization, 

1992). A doença de Alzheimer (DA), a Degenerescência Lobar Frontotemporal (DLFT), a Demência 

vascular e a Demência com Corpos de Lewy são as causas de demência mais comuns, afetando 

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

 

1.2. Degenerescência Lobar Frontotemporal  

 

1.2.1. Enquadramento histórico 

 

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

progressivamente afasia, apatia e demência, tendo o exame patológico 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 manifestação de negligência, apatia, apraxia e demência, tendo o 

exame patológico revelado atrofia cortical frontal bilateral (Pick, 1906). Subsequentemente, Alois 

Alzheimer descreveu as alterações típicas desta doença, designadas como corpos de Pick: 

“corpúsculos esféricos, argirofílicos e aparentemente sem estrutura definida, localizados na periferia 

do núcleo das células piramidais do hipocampo” (Alzheimer, 1911). Em 1922, um aluno de Pick, Gans, 

sugeriu o epónimo de Doença de Pick, correspondendo-lhe a histologia descrita por Alois Alzheimer 

e propôs que os lobos frontal e temporal, vistos filogeneticamente como mais novos, apresentavam 

uma vulnerabilidade superior para esta doença degenerativa (Gans, 1922). Nesta década, Onari e 

Spatz reexaminaram os casos de Pick e outros, enfatizando a histologia associada à atrofia focal 

(Onari & Spatz, 1926). Como conclusão destes estudos propuseram que perante um quadro clínico 

de alteração da personalidade acompanhado por uma degenerescência do lobo frontal ou temporal 

deveria ser proposto o diagnóstico de Doença de Pick mesmo quando os corpos de Pick estavam 

ausentes na autópsia (Onari & Spatz, 1926; Constantinidis et al., 1974). Surgiu assim uma corrente 

dicotómica no diagnóstico da Doença de Pick: alguns autores valorizavam essencialmente as 

características clínicas correspondentes ao processo de atrofia focal dos lobos frontais e temporais, 

tal como propôs originalmente Pick, enquanto outros o baseavam em critérios histológicos estritos 

que implicavam a demonstração da presença de corpos de Pick. De acordo com esta última proposta, 

os patologistas sugeriram tratar-se de uma doença rara e difícil de diagnosticar in vivo (Constantinidis 

et al., 1974). Alguns anos mais tarde, em Lund (Suécia), Gustafson reaprecia clinicamente a doença 

ao descrever alguns casos que classifica com a designação de Demência Frontotemporal (DFT) 

(Gustafson, 1987), denominação também adotada por Neary et al. (1988), na apresentação da 

casuística de Manchester. Em 1994, o termo DFT foi adotado por consenso numa conferência que 

reuniu as equipas de Lund e Manchester, tendo-se proposto a primeira categoria de Critérios de 

diagnóstico - os denominados critérios de Lund e Manchester que chegariam aos nossos dias (The 

Lund and Manchester groups, 1994). Desde então, o conhecimento da doença é uma área em 

constante desenvolvimento, tendo surgido diversas denominações e operacionalizações de 

classificação. Atualmente, a designação de DLFT é talvez a mais consensual, considerando-se que 

corresponde a um grupo heterogéneo de doenças que têm em comum a degenerescência seletiva 

dos lobos frontais e/ou temporais, mas com subtipos clínicos e neuropatológicos 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 demência neurodegenerativa precoce 

(Schlachetzki, 2011; Rohrer, 2012; Seltman & Matthews, 2012). Contudo, a prevalência exata de DLFT 

permanece incerta devido aos poucos estudos realizados, e à grande dispersão de estimativas 

produzidas. Os estudos de prevalência 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 prevalência inferior estimando-se 

3,6 casos por 100000 habitantes, para as idades compreendidas entre os 50 - 59 anos, 9,4 no intervalo 

de 60 - 69 e 3,8 entre os 70 - 79 anos. Mais recentemente, Borroni et al. (2010) constataram que na 

população italiana os valores correspondentes de prevalência 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 prevalência entre 15 a 22 casos no intervalo de 45 - 64 anos (Knopman & 

Roberts, 2011). Em Portugal, não existem estudos de prevalência para esta forma de demência, 

admitindo-se que possa estar subdiagnosticada (Guimarães et al., 2006). De acordo com o pequeno 

estudo de Guimarães et al. (2006), as DLFT constituiriam 7% de todas as demências diagnosticadas 

com média de idade de início da doença de 57 ± 9 anos. Contudo, os poucos estudos de incidência 

existentes têm demonstrado alguma consistência. Na população de Rochester as taxas de incidência 

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 

incidência no Reino Unido obtendo uma estimativa de 3,5 casos (por 100000 pessoas) no intervalo 

de 45 - 64 anos. Supõe-se que que a incidência da DLFT nos Estados Unidos da América esteja 

compreendida entre 2,7 e 4,1 casos por 100000 pessoas (Knopman & Roberts, 2011). 

A idade de início 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 indivíduos 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 distribuição da DLFT entre os géneros (Rosso et al., 2003; Neary et 

al., 2005; Santana & Cunha, 2005; Pickering-Brown, 2007; Mercy et al., 2008). A duração média da 
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doença está 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. Classificação clínica 

 

Como referimos, em 1994 a nosologia clínica e patológica foi clarificada e o termo DFT 

adotado numa conferência que reuniu as equipas de Lund e Manchester (The Lund and Manchester 

groups, 1994). O termo introduzido referia-se à fenomenologia clínica, ou seja, especificamente “a 

uma síndrome comportamental progressiva invariavelmente associada à atrofia dos lobos frontal e 

temporal”. De acordo com o mesmo consenso propôs-se que a designação de Doença de Pick ficasse 

restrita aos casos que histologicamente apresentassem os corpos de Pick. Posteriormente, Neary et 

al. (1998) alargaram e operacionalizaram o espectro clínico de DLFT para incluir três síndromes 

clínicas: a Demência Frontal, a Afasia Progressiva Não Fluente (APNF) e a Demência Semântica (DS). 

Em 2001, McKhann et al. publicaram uma revisão/atualização com sugestões para a classificação 

clinicopatológica da DLFT. Mais recentemente, um consórcio 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 diagnóstico 

para a forma comportamental da DFT (Rascovsky et al., 2007). Como consequência desta corrente, 

em 2011, Rascovsky et al. propuseram critérios revistos para o diagnóstico da variante 

comportamental da DFT (vcDFT) e Gorno-Tempini et al. para as variantes de linguagem. Portanto, 

atualmente, a DLFT abrange essencialmente três síndromes clínicas: a vcDFT e duas variantes da 

linguagem - a DS e a APNF, muitas vezes designadas coletivamente por Afasia Progressiva Primária 

(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 degenerescência neuronal 

seletiva e secundariamente o padrão de atrofia cerebral regional, frontal e/ou temporal, esquerdo 

e/ou direito, determinam a apresentação clínica da doença (Schlachetzki, 2011). A vcDFT está 

normalmente associada com a disfunção frontal simétrica, enquanto as variantes da linguagem 

demonstram envolvimento assimétrico do lobo frontal esquerdo (APNF) ou da região 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 Ressonância magnética cerebral de doentes com (A e B) variante comportamental da Demência 
Frontotemporal, (C) Demência Semântica e (D) Afasia Progressiva Não Fluente (Rabinovici & Miller, 2010). 

 

 

 

A vcDFT é a síndrome mais comum de DLFT, sendo responsável 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 apresentação clínica é 

semelhante nas formas esporádicas e familiares, e o mesmo se passa relativamente à idade de início 

precoce ou tardia (Seelaar et al., 2011). A vcDFT é caracterizada pelo início insidioso de alterações 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). São frequentes alterações de humor (tais como irritabilidade, depressão, euforia) e o 

embotamento emocional (Neary et al., 2005; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 2011). Os doentes 

sofrem um aplanamento das emoções básicas, tais como tristeza, e das emoções sociais, 

nomeadamente a simpatia e a empatia (Neary et al., 2005; Schlachetzki, 2011). Além disso, é comum 

a diminuição no reconhecimento das expressões emocionais, ao nível facial e vocal, e têm dificuldade 

em inferir o que as outras pessoas sentem ou pensam (Neary et al., 2005). Os comportamentos 

repetitivos e ritualistas são manifestos, como por exemplo insistir em comer diariamente a mesma 

comida exatamente à 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). São também frequentes a negligência pela higiene e a mudança nos hábitos 

alimentares ou hiperoralidade (gula, modismos alimentares, preferência por alimentos doces), com 

subsequente ganho de peso (Neary et al., 2005; Weder et al., 2007; Schlachetzki, 2011; Seelaar et al., 

2011). A vcDFT está associada a alterações cognitivas, sendo mais comuns os défices executivos e da 

memória do trabalho (Neary et al., 2005; Weder et al., 2007; Rascovsky et al., 2011; Schlachetzki, 

2011). Os doentes evidenciam défices no planeamento, julgamento, resolução de problemas, 

organização, atenção, abstração e flexibilidade mental (Neary et al., 2005; Weder et al., 2007). A 
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capacidade de memória e as funções primárias de linguagem são mais resistentes à deterioração do 

que acontece na DA e as habilidades instrumentais primárias, a perceção visual elementar e as 

capacidades espaciais estão surpreendentemente bem conservadas, mesmo na doença avançada 

(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, 

ecolálico e com perseverações e a evolução 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 três subtipos principais: desinibido (o fenótipo 

comportamental é caracterizado pela hiperatividade, a desinibição e a desatenção, estando 

associado a um maior envolvimento das regiões orbito - frontais e do neocórtex temporal anterior), 

apático (associado à apatia, inércia e perda de iniciativa, sendo a patologia mais difusa no lobo 

frontal, incluindo as regiões dorsolaterais da convexidade) e estereotipado (mais raro e caracteriza-

se pelo comportamento estereotipado e ritualístico, com conformidade excessiva para a rotina e, por 

vezes, com associação de sintomas motores (acinésia e rigidez), sendo geralmente relacionado com 

a patologia no striatum e no neocórtex) (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 classificação 

clínica da vcDFT em possível, provável ou definitiva. A vcDFT “possível” exige a presença de três das 

seis características discriminantes: desinibição, apatia/inércia, perda de simpatia/empatia, 

comportamento perseverativo/estereotipado/compulsivo, hiperoralidade/alterações alimentares e 

perfil neuropsicológico com défices executivos com preservação relativa da memória e das funções 

visuoespaciais. A vcDFT “provável” preenche o critério referido para “possível” mais (1) declínio 

funcional significativo (confirmado pelo cuidador), (2) atrofia frontal e/ou temporal anterior nos 

estudos de imagem (Tomografia Computadorizada (TAC) ou Ressonância Magnética) ou 

hipoperfusão ou hipometabolismo frontal e/ou temporal anterior no PET (Tomografia de Emissão de 

Positrões) ou SPECT (Tomografia de Emissão de Fotões). A vcDFT “definitiva” implica evidência 

histopatológica de DLFT, por biópsia cerebral ou por estudo pós-mortem, ou a identificação de uma 

mutação patogénica conhecida. 

Na DS a perturbação observável da linguagem resulta de uma perda da “memória das 

palavras”, incluindo o seu significado (memória semântica) (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 âmbito da 
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linguagem, como o reconhecimento de objetos, de outros estímulos sensoriais (cheiros, sabores e 

estímulos táteis) 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 compreensão verbal e o discurso é tipicamente 

fluente, gramaticalmente e foneticamente correto mas, com anomia, circunlóquios e parafasias 

semânticas (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 regiões anteriores dos lobos temporais, embora 

a dominância da patologia no hemisfério esquerdo ou direito influencie a apresentação clínica 

(Snowden et al., 2007; Gorno-Tempini et al., 2011). Os doentes com as características clínicas típicas 

da DS apresentam uma atrofia mais acentuada no lobo temporal esquerdo, enquanto os casos com 

perturbações 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 doença, os 

doentes tendem a evoluir para mutismo (Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007). 

A APNF caracteriza-se pelo declínio na linguagem expressiva com discurso espontâneo não 

fluente, disártrico ou apráxico, 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 

compreensão verbal (oral e escrita) está 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 evolução para mutismo (Kumar-Singh & Van 

Broeckhoven, 2007; Schlachetzki, 2011). 

Para além destas variantes clássicas (primárias), existe uma sobreposição de sintomas com 

outras doenças motoras, nomeadamente quando se associa a DNM (DFT-DNM) ou a sinais 

parkinsónicos: a DFTP-17 (associada a mutações no cromossoma 17), a Degenerescência 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 associação de DNM pode ocorrer precocemente ou tardiamente em 

doentes com DLFT (Esmonde, 2002; Rabinovici & Miller, 2010; Seelaar et al., 2011). O fenótipo clínico 

mais comum é a esclerose lateral amiotrófica (ALS) que associa a degenerescência do primeiro e 

segundo neurónios motores (Esmonde, 2002; Gitcho et al., 2008). Manifesta-se por sinais piramidais 



Análise do gene HTR2A na Degenerescência Lobar Frontotemporal 

 
9 

(primeiro neurónio), atrofia muscular, fraqueza e fasciculações que são mais proeminentes nas 

extremidades superiores e na língua (Gitcho et al., 2008; Seelaar et al., 2011). A doença tem um 

desenvolvimento progressivo rápido, apresentando uma sobrevivência média de 3 anos (Hodges et 

al., 2003; Gitcho et al., 2008; Seelaar et al., 2011). A maioria dos doentes com o fenótipo da DFT-

DNM apresenta uma expansão particular, o repeat hexanucleotídico GGGGCC no intrão 1 do gene 

C9ORF72 (chromosome 9 open reading frame 72), no cromossoma 9p13.2 - 21.3 (DeJesus-Hernandez 

et al., 2011; Renton et al., 2011). A DFTP-17 constitui uma forma particular e familiar de demência 

de transmissão autossómica dominante que resulta de uma mutação. Foi detetada pela primeira vez 

em 1994, localiza-se no cromossoma 17q21 - 22 e é responsável pela produção anormal e 

acumulação de uma proteína microtubular, a proteína 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 fenótipo desta mutação (DFTP-17) caracteriza-se por alterações do 

comportamento associadas a rigidez (parkinsónica) e apraxia assimétricas (Kumar-Singh & Van 

Broeckhoven, 2007; Schlachetzki, 2011). Alguns doentes com DLFT, particularmente casos familiares 

precoces com mutações nos genes MAPT (microtubule associated protein tau) ou GRN (progranulin), 

podem desenvolver características clínicas semelhantes às dos doentes com a forma esporádica de 

DCB (Josephs, 2007; Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Lladó et al., 2008; Rabinovici & Miller, 

2010; Seltman & Matthews, 2012). A síndrome DCB caracteriza-se por uma rigidez assimétrica 

progressiva e perda sensorial cortical também assimétrica, com apraxia, postura distónica dos 

membros, mioclonus reflexo e o fenómeno de “alien limb” (membro que se move involuntariamente 

ou membro fantasma) (Esmonde, 2002; Santana & Cunha, 2005; Josephs, 2007; Kumar-Singh & Van 

Broeckhoven, 2007; Lladó et al., 2008; Rabinovici & Miller, 2010; Schlachetzki, 2011; Seltman & 

Matthews, 2012). O quadro clínico 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 

clínico que se assemelha à vcDFT (Kertesz et al., 2005; Josephs, 2007; Kumar-Singh & Van 

Broeckhoven, 2007; Lladó et al., 2008; Rabinovici & Miller, 2010; Schlachetzki, 2011; Seltman & 

Matthews, 2012). A DCB esporádica é caracterizada pela acumulação da proteína tau nos neurónios 

e glia e, portanto, é uma tauopatia (Kumar-Singh & Van Broeckhoven, 2007; Lladó et al., 2008; 

Schlachetzki, 2011). Nas formas familiares de DLFT, existe igualmente acumulação de tau nos casos 

com mutação no gene MAPT, estando a proteína ausente nas famílias com mutação no gene GRN 

(Tartaglia et al., 2010). A PSP (forma esporádica) é uma doença que envolve o sistema extrapiramidal 
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e o lobo frontal, com manifestações cognitivas e comportamentais comuns à DLFT (Kumar-Singh & 

Van Broeckhoven, 2007; Josephs, 2007; Rabinovici & Miller, 2010; Seltman & Mathews, 2012). Os 

fenómenos motores incluem a rigidez axial progressiva, bradicinesia, alteração 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 diminuição da fluência verbal, ecolália e uma síndrome desexecutivo (Esmonde, 2002; 

Kertesz et al., 2005; Josephs, 2007; Rabinovici & Miller, 2010; Schlachetzki, 2011; Seltman & 

Mathews, 2012). A semelhança de sintomas entre a PSP e a DLFT reflete, por um lado o envolvimento 

das mesmas regiões cerebrais, mas também de uma patologia comum - são ambas doenças 

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 fenótipo com manifestações motoras dominantes, ou seja, com uma clínica 

enquadrável na síndrome típico da PSP (Goldman et al., 2007; Rabinovici & Miller, 2010). 

 

1.2.4. Classificação neuropatológica 

 

As alterações neuropatológicas 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 

clínicos sugestivos desta forma de demência não apresentavam as características inclusões de 

proteína tau (corpos de Pick). Esta foi uma das questões discutida durante a conferência de consenso 

entre as equipas de Lund e Manchester em 1994 (The Lund and Manchester groups, 1994). Como 

resultado desta conferência propuseram-se as primeiras categorias de critérios neuropatológicos 

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 depósitos insolúveis 

da proteína 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 mutações no gene MAPT (Hutton et al., 1998; Poorkaj et 

al., 1998; Spillantini et al., 1998). Em 1992, Wightman et al. identificaram inclusões de ubiquitina no 

hipocampo e neocórtex de doentes com ALS e demência, e os mesmos depósitos 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 neuropatológicos recomendando a classificação em dois tipos patológicos 

principais: DLFT com patologia tau - positiva (DLFT-tau) e DLFT tau - negativa, ubiquitina - postitiva 

(DLFT-U). Os casos com inclusões negativas para a tau ou ubiquitina eram classificados como 

“Dementia Lacking Distinctive Histopathology” (DLDH). Em 2006, as autópsias realizadas ao cérebro 

de doentes com DLFT e ALS possibilitaram a identificação do principal elemento das inclusões 

ubiquitinadas, a proteína TDP-43 (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Nos neurónios afetados a 

TDP-43 localizava-se no citoplasma na forma hiperfosforilada, ubiquitinada e clivada, originadora de 

fragmentos com o terminal carboxílico, enquanto nos intatos observava-se uma distribuição 

predominantemente nuclear (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Posteriormente verificou-se 

que a maioria dos casos classificados como DLDH, anteriormente pensado ser o subtipo patológico 

mais comum, correspondia, na verdade, à DLFT-U, apresentando também depósitos 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 consequência, vários autores propõem mais uma 

revisão dos critérios neuropatológicos e a proposta de uma nova classificação (Cairns et al., 2007). 

Porém, embora a identificação da TDP-43 tenha suscitado a ideia que correspondia à proteína 

patológica presente nos casos de DLFT-U (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006; Davidson et al., 

2007), estudos subsequentes identificaram exceções, sugerindo o envolvimento de outras proteínas 

e novas propostas de classificação (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 mutações no gene 

FUS (fused in sarcoma) associadas à ALS e inclusões da proteína FUS no citoplasma dos neurónios dos 

portadores. Neumann et al. (2009) viriam a confirmar que alguns dos casos de DLFT, que 

apresentavam inclusões de ubiquitina negativas para a tau e TDP-43, eram positivas para a FUS, 

apesar de não identificarem mutações no gene FUS. Estudos posteriores confirmaram a existência 

do subtipo patológico 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 inclusões de tau - positiva (DLFT-tau); DLFT com inclusões de tau - 

negativa, ubiquitina e TDP-43 - positivas (DLFT-TDP); DLFT com inclusões de ubiquitina - positiva, 

TDP-43 - negativa, FUS - positiva (DLFT-FUS); DLFT com inclusões de ubiquitina - positiva, TDP-43 e 

FUS - negativas (DLFT-UPS) e DLFT sem inclusões (DLFTni) (Mackenzie et al., 2010). 
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O subtipo DLFT-Tau inclui neurites, inclusões citoplasmáticas neuronais e gliais 

imunorreativas para a proteína tau hiperfosforilada associada a microtúbulos, bem como os casos 

com mutações 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 presença de neurites distróficas, inclusões 

citoplasmáticas e intranucleares neuronais e citoplasmáticas gliais imunorreativas para a TDP-43 nas 

camadas superficiais do neocórtex 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 proteína TDP-43 é hiperfosforilada, ubiquitinada e fragmentada no 

terminal carboxílico (Neumann et al., 2006; Hasegawa et al., 2008; Igaz et al., 2008). Em termos 

genéticos é o subtipo mais pleomófico, tendo-se identificado indivíduos portadores de mutações nos 

genes GRN, VCP (valosin - containing protein), TARDBP (TAR - DNA binding protein 43) e 

recentemente no C9ORF72 (Mackenzie et al., 2010). O subtipo DLFT-TDP pode ser classificado em 

quatro grupos histológicos de acordo com a localização subcelular e proporção: o tipo A inclui 

principalmente casos com a vcDFT e APNF e os portadores de mutações no gene GRN, a TDP-43 está 

expressa em numerosas inclusões citoplasmáticas neuronais e neurites distróficas, em número 

variável em inclusões intranucleares neuronais, predominantemente na camada cortical 2; o tipo B 

está associado com a vcDFT e a DFT-DNM, a TDP-43 está localizada principalmente em inclusões 

citoplasmáticas neuronais em todas as camadas corticais, mas muito poucas neurites distróficas; o 

tipo C inclui sobretudo casos de DS e vcDFT, a TDP-43 está expressa em numerosas neurites 

distróficas alongadas nas camadas corticais superiores e em muito poucas inclusões citoplasmáticas 

neuronais; o tipo D é característico dos portadores de mutações no gene VCP, a TDP-43 é identificada 

em numerosas inclusões intranucleares neuronais e neurites distróficas, poucas inclusões 

citoplasmáticas neuronais e em todas as camadas (Mackenzie et al., 2011). 

No subtipo DLFT-FUS observam-se neurites distróficas, inclusões citoplasmáticas e 

intranucleares neuronais e citoplasmáticas gliais negativas para a TDP-43 e imunorreativas para a 

ubiquitina e proteína FUS no córtex 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 

quase sempre causada por uma mutação no gene FUS, contudo não 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 acumulação das proteínas FUS , EWS 
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(Ewing’s Sarcoma) e TAF15 (TATA - Binding Protein - Associated Factor 15) nas inclusões patológicas 

FUS, constituintes da família FET e supondo-se que interagem entre si formando complexos (Law et 

al., 2006; Kovar, 2011), foi uma característica consistente. Embora os respetivos papéis não estejam 

elucidados, propuseram a substituição da designação do subtipo DLFT-FUS para DLFT-FET. 

No subtipo DLFT-UPS os doentes têm inclusões citoplasmáticas neuronais imunorreativas 

para as proteínas 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 mutações no gene CHMP2B (charged 

multivesicular body protein 2B), noutros não foi identificada nenhuma (Mackenzie et al., 2010). 

Finalmente o sub-grupo DLFT-ni (anteriormente designado por DLDH) inclui uma minoria dos 

casos que não apresentam inclusões de tau, ubiquitinadas, de TDP-43 ou FUS, mesmo recorrendo às 

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

 

 

 

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

 

 

 

Na categoria de diagnóstico clínico definitivo de DLFT exige-se a combinação de um quadro 

clínico típico com a observação de alterações histopatológicas compatíveis com um dos 

subgrupos/tipo referidas ou a identificação de uma mutação patogénica para a DLFT (Rascovsky et 

al., 2011). Até ao momento, não foi determinada nenhuma relação definitiva entre o subtipo 

neuropatológico e o fenótipo clínico na DLFT (Cairns et al., 2007; Seltman & Mathews, 2012). 

Portanto, não há uma correlação consistente entre a vcDFT, DS e a APNF com neuropatologias 

subjacentes específicas, bem como a presença de uma determinada neuropatologia não possibilita 

prever com confiança o fenótipo clínico de DLFT (Cairns et al., 2007). Contudo, Josephs et al. (2011) 
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sugeriram a existência de uma associação 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 início precoce com a DLFT-FUS. A histopatologia subjacente 

à vcDFT típica era heterogénea, não evidenciando nenhuma associação clara com um subtipo. 

 

1.2.5. Genética 

 

A DLFT é uma patologia com elevada hereditariedade, existindo no entanto grandes variações 

em termos de agregação familiar entre as síndromes clínicas que incorpora. De facto, enquanto nos 

casos de vcDFT 30 - 50% apresentam uma história familiar positiva, a frequência 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 

autossómica 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 mutações nos genes MAPT, GRN, VCP, 

CHMP2B, TARDBP, FUS, C9ORF72 e SQSTM1. 

Desde a associação do gene MAPT com a DFTP-17 (Hutton et al., 1998; Poorkaj et al., 1998; 

Spillantini et al., 1998), foram identificadas mais de 40 mutações nesse gene: mutações missense nos 

exões 9 - 13 que modificam a sequência proteica, alterando a interação da proteína tau com os 

microtúbulos (mutações), e mutações intrónicas e na região codificante que influenciam o splicing 

do exão 10 no RNA mensageiro (RNAm), resultando na alteração da razão das isoformas tau 3R (3 

domínios de ligação) e 4R (4 domínios de ligação) (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 

mutações no gene MAPT foram associadas às síndromes clínicas de vcDFT, DS, APNF, PSP, DCB e ALS, 

apresentam elevada penetrância e conduzem à idade de início da doença 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 várias famílias com linkage para a mesma região 

cromossómica do gene MAPT, 17q21, mas sem mutações e com inclusões intraneuronais negativas 

para a tau, mas positivas para a proteína 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 mutações 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 mutações, incluindo nonsense, frameshift, missense, no splice site, que 

promovem na sua maioria a redução da progranulina funcional devido ao mecanismo non - sense - 

mediated decay (NMD), conduzindo à haploinsuficiência (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 mutações no gene GRN estão associadas à idade de 

início dos sintomas entre os 35 a 89 anos (média de 60 anos), apresentam penetrância variável 

(estimada como sendo correspondente a 50% e 90% aos 60 e 70 anos, respetivamente) e a diversas 

variantes clínicas: 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 região no cromossoma 3 numa família 

dinamarquesa com DLFT (Brown et al., 1995). Posteriormente, Skibinski et al. (2005) e Lindquist et 

al. (2008) identificaram na família mutações no gene CHMP2B (localizado no cromossoma 3p11.2). 

O gene CHMP2B codifica um componente do complexo heterotrimérico ESCRTIII (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport III) que é recrutado, juntamente com os complexos ESCRTI e ESCRTII, 

do citoplasma para a membrana endossomal para funcionarem sequencialmente na transferência 

das proteínas transmembranares para a via dos corpos multivesiculares (MVB’s) e na formação dos 

MVB’s (Babst et al., 2002; Babst, 2005). Até ao momento, foram descritas poucas mutações 

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). Vários estudos em doentes 

com DLFT não detetaram mutações, 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 mutações detetadas no gene CHMP2B conduzem a 

neurodegenerescência, estudos de sobre - expressão das proteínas mutantes em células em cultura 

revelaram a formação de estruturas endossomais aberrantes (Skibinski et al., 2005; Van der Zee et 

al., 2008). Filimonenko et al. (2007) observaram que a degradação autofágica é inibida em células 

deletadas das subunidades do ESCRT ou que expressam as proteínas CHMP2B mutantes, 
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promovendo a acumulação de agregados positivos para a ubiquitina e p62. As mesmas inclusões são 

identificadas nos indivíduos com mutações no gene CHMP2B (Holm et al., 2007; Mackenzie et al., 

2010; Urwin et al., 2010). 

Kovach et al. (2001) demonstraram uma associação da IBMPFD, uma patologia autossómica 

dominante rara caracterizada por uma penetrância variável da tríade de características clínicas DLFT, 

Miopatia do Corpo de Inclusão (IBM) e Doença de Paget do Osso (PDB) (Kimonis & Watts, 2005; 

Kimonis et al., 2008), com uma região no cromossoma 9p13.3 - 12. Em 2004, Watts et al. analisaram 

13 famílias diagnosticadas com IBMPFD e identificaram seis mutações missense (p.Arg95Gly, 

p.Arg155His, p.Arg155Cys, p.Arg155Pro, p.Arg191Gln e p.Ala232Glu) no gene VCP. Este gene codifica 

a proteína contendo valosina de 97KDa (Pleasure et al., 1993), um membro da superfamília AAA-

ATPase do tipo II envolvida em vários 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 mutações adicionais (Haubenberger et al., 2005; Guyant-

Maréchal et al., 2006; Bersano et al., 2009; Djamshidian et al., 2009; Cruts et al., 2012). Os estudos 

neuropatológicos nos doentes com mutações no gene VCP revelaram a presença de inclusões 

neuronais intranucleares positivas para a ubiquitina (Schröder et al., 2005; Guyant-Maréchal et al., 

2006; Watts et al., 2007; Bersano et al., 2009; Djamshidian et al., 2009). Posteriormente, Neumann 

et al. (2007) detetaram a acumulação da proteína TDP-43 com a ubiquitina nos doentes com IBMPFD. 

Estudos de células em cultura e modelos animais sustentam a hipótese das mutações no gene VCP 

promoverem a transferência da TDP-43 do núcleo para o citosol, diminuírem a atividade do 

proteassoma, induzirem stress no retículo endoplasmático, comprometendo a viabilidade celular 

(Weihl et al., 2006; Gitcho et al., 2009a). 

 O gene TARDBP, localizado no cromossoma 1p36.22, codifica a proteína TDP-43 (Wang et al., 

2004b). O papel patogénico da TDP-43 na neurodegenerescência ficou evidente em 2006 pela 

identificação da sua presença nas inclusões ubiquitinadas no cérebro de doentes com DLFT e ALS 

(Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Posteriormente, foram identificadas mutações no gene 

TARDBP em indivíduos com a ALS esporádica 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 mutações na DLFT, incluindo missense e na região não 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 hipótese das mutações no gene TARDBP conduzirem a 
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anormalidades no neurónio motor, ao ganho de toxicidade, à perda da função da TDP-43 

concomitante com a propensão aumentada para a sua agregação (Kabashi et al., 2010). 

O gene FUS, localizado no cromossoma 16p11.2, codifica a proteína FUS que se liga ao DNA e 

RNA e está envolvida em diversos processos celulares, tais como a proliferação celular, reparação do 

DNA, regulação da transcrição 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 neurodegenerescência ficou evidente pela sua identificação em inclusões no citoplasma dos 

neurónios dos indivíduos com ALS e portadores de mutações no gene FUS (Kwiatkowski et al., 2009; 

Vance et al., 2009), bem como em alguns casos de DLFT que apresentavam inclusões tau e TDP-43 

negativas (Neumann et al., 2009; Seelaar et al., 2010; Urwin et al., 2010). Em 2010, foram 

identificadas as mutações 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 mutação p.Arg521Cys, sugeriu que a 

expressão da FUS mutante promove o desenvolvimento de fenótipos consistentes com ALS e DLFT. 

Além disso, verificaram que a expressão aumentada da FUS normal é suficiente para causar morte 

neuronal, sendo a mutante ainda mais tóxica para os neurónios. Contudo, ainda permanece incerto 

de que modo as mutações no gene FUS contribuem para o desenvolvimento de DLFT. 

Diversos estudos identificaram um linkage ao locus cromossómico 9p13.2 - 21.3 em várias 

famílias autossómicas 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 análise 

neuropatológica os doentes demonstravam proteinopatia TDP-43 (Cairns et al., 2007; Mackenzie et 

al., 2011). Em 2011, o repeat hexanucleotídico GGGGCC no intrão 1 do gene C9ORF72 foi identificado 

como sendo a causa da DFT-ALS associada ao cromossoma 9p13.2 - 21.3 (DeJesus-Hernandez et al., 

2011; Renton et al., 2011). Tem sido sugerido que a expansão do repeat pode implicar mecanismos 

de alteração da função pela influência ao nível da transcrição (perda de um transcrito produzido por 

splicing alternativo) ou causando a formação de RNA foci nuclear (Dejesus-Hernandez et al., 2011; 

Renton et al., 2011; Gijselinck et al., 2012; Almeida et al., 2013). 

Mutações no gene SQSTM1 (sequestosome 1), localizado no cromossoma 5q35 e codificante 

da proteína p62, foram identificadas como a causa da PDB (Laurin et al., 2002; Gennari et al., 2010). 

Posteriormente, Fecto et al. (2011) detetaram mutações em doentes com ALS e Rubino et al. (2012) 
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em 3 sujeitos com DLFT. A associação entre o SQSTM1 e a DLFT foi posteriormente confirmada por 

Le Ber et al. (2013). Contudo, são necessários estudos funcionais para averiguar o papel que as 

mutações desempenham na patogénese da DLFT. A p62 é uma proteína multifuncional implicada em 

várias atividades celulares, mencionando-se por exemplo a sua participação na marcação das 

proteínas ubiquitinadas para degradação, por autofagia ou pelas vias proteossomais, e nos 

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

 

1.2.6. Intervenção farmacológica 

 

Não há terapia preventiva, curativa e de estabilização para a DLFT. As estratégias 

farmacológicas têm-se focalizado na modulação e substituição de neurotransmissores para o 

tratamento dos sintomas comportamentais, motores e cognitivos, incluindo inibidores da recaptação 

serotoninérgica (SSRIs), inibidores de acetilcolinesterase, antipsicóticos atípicos e antagonistas do 

recetor de glutamato NMDA, sendo a sua utilização limitada devido aos perfis de efeitos adversos 

(Swartz et al., 1997; Lebert & Pasquier, 1999; Moretti et al., 2003; Ikeda 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 disfunção dos sistemas de neurotransmissão constitui um domínio relevante nas demências 

neurodegenerativas, devido ao seu envolvimento no controlo do comportamento, na formação da 

memória e no processamento cognitivo em geral (Yang & Schmitt, 2001; Salmon, 2007). O sistema 

serotoninérgico é de particular interesse pois modela funções importantes no sistema nervoso 

central (SNC) envolvidas na regulação por exemplo dos comportamentos emocionais, dos cognitivos, 

da agressividade, das funções endócrinas, da memória 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, não é surpreendente que se tenha identificado alguma disfunção serotoninérgica numa 

variedade de doenças. Citam-se por exemplo a esquizofrenia, o comportamento suicida, um conjunto 

de distúrbios de ansiedade (pânico, obsessivo - compulsivos e fobia social) e ainda em doenças 

neurodegenerativas tais como a DA (Dubovsky & Thomas, 1995; Lucki, 1998; Filip et al., 2005; Terry 

et al., 2008). Adicionalmente, doenças relacionadas com a impulsividade ou com características de 

personalidade têm sido associadas com alterações na função da serotonina (5-HT), tais como a 
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depressão, agressividade e défice de atenção (Dubovsky & Thomas, 1995; Lucki, 1998; Filip et al., 

2005; Terry et al., 2008). Contudo, embora seja evidente a importância do sistema serotoninérgico 

na modulação comportamental, tem sido pouco estudado na DLFT: Sparks & Markesbery (1991) 

observaram uma diminuição na ligação da 5-HT aos recetores serotoninérgicos pré e pós - sinápticos 

nos lobos frontal e temporal, e hipotálamo; 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 disfunção serotoninérgica; estudos revelaram que 

o ácido 5-hidroxiindol-acético (5-HIAA), o principal metabolito da 5-HT, estava diminuído no líquido 

cefalorraquidiano (CSF) de doentes com DLFT (Francis et al., 1993; Sjögren et al., 1998); Yang & 

Schmitt (2001) sugeriram o envolvimento do raphe nuclei serotoninérgico na DLFT; foram obtidos 

bons resultados em estudos baseados na administração de SSRIs para o tratamento da DLFT (Swartz 

et al., 1997; Lebert & Pasquier, 1999; Moretti et al., 2003; Ikeda et al., 2004). Apesar dos poucos 

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

 

1.3.1. Serotonina 

 

 Em 1937 foi identificada uma substância fisiologicamente ativa nas células enterocromafinas 

da mucosa gastrointestinal designada por enteramina (Erspamer & Vialli, 1937). Nas duas décadas 

subsequentes, a referida substância foi isolada noutros locais para além do trato gastrointestinal (por 

exemplo no sangue) e as funções que desempenha nos órgãos foram caraterizadas (tais como no 

coração) (Erspamer, 1946; Erspamer, 1948; Erspamer & Boretti, 1951; Erspamer & Ghiretti, 1951; 

Erspamer & Ottolenghi, 1951; Erspamer & Vialli, 1951). Em 1948, Rapport et al. isolaram uma 

substância com propriedades vasoconstritoras e coagulantes que designaram 5-HT, não sabendo, na 

realidade, que correspondia à 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 

que era idêntica à enteramina isolada e purificada anteriormente. Posteriormente, a presença da 5-

HT foi identificada no cérebro dos mamíferos 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 sanguínea 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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que não atravessa a barreira hematoencefálica (Twarog & Page, 1953; Brodie & Shore, 1957; Filip et 

al., 2005; Ni & Watts, 2006; Nichols & Nichols, 2008; Berger et al., 2009). As maiores concentrações 

de neurónios sintetizadores de 5-HT localizam-se no tronco cerebral (Sanders-Bush et al., 2003; Filip 

et al., 2005). Os neurónios serotoninérgicos são os principais constituintes do raphe nuclei, um 

conjunto heterogéneo de populações de neurónios com morfologias, projeções e características 

neuroquímicas distintas (Hornung, 2003) que, por numerosas projeções, enervam quase todas as 

áreas cerebrais (Lucki, 1998; Hornung, 2003; Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008). A 5-HT (5-

hidroxitriptamina) é formada nos corpos celulares dos neurónios serotoninérgicos a partir do 

aminoácido L-triptofano que, por sua vez, atravessa a barreira hematoencefálica por difusão 

facilitada através de um transportador de aminoácidos 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 descaborxilação da cadeia 

lateral pela enzima descarboxilase do aminoácido aromático (Figura 1.3) (Filip et al., 2005; Ni & 

Watts, 2006; Nichols & Nichols, 2008). A despolarização nos terminais dos axónios serotoninérgicos 

induz o influxo de iões cálcio (Ca2+) e a fusão das vesículas sinápticas que contêm armazenada a 

bioamina biossintetizada, capturada do citoplasma neuronal por ação 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 espaço sináptico e interage com os recetores localizados na membrana pós-

sináptica, iniciando-se a respetiva cascata de sinalização no interior da célula (Figura 1.3) (Nichols & 

Nichols, 2008). Gaddum & Picarelli (1957) foram os primeiros a sugerir a existência 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)” propôs um novo sistema de 

nomenclatura baseado na informação 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 classificação em vigor tem vindo a ser 

progressivamente adaptada para incluir a informação disponível, sendo reconhecidos 7 classes ou 

famílias: 5-HTR1 (5-HTR1A, 5-HTR1B, 5-HTR1D, 5-HTR1E e 5-HTR1F), 5-HTR2 (5-HTR2A, 5-HTR2B e 5-HTR2C), 

5-HTR3 (5-HTR3A, 5-HTR3B e 5-HTR3C), 5-HTR4, 5-HTR5 (5-HTR5A, 5-HTR5B), 5-HTR6 e 5-HTR7 (Sharman 

et al., 2013). O 5-HTR3 pertence à família dos recetores ionotrópicos e os restantes estão acoplados 

a proteínas G (GPCRs) (Sharman et al., 2013). A ação sináptica é terminada pela recaptura da 5-HT 

do espaço sináptico para os neurónios serotoninérgicos pelo transportador membranar de 5-HT 

(SERT), localizado nos axónios, corpos e/ou dendrites, ficando armazenada nas vesículas e disponível 
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para iniciar um novo ciclo (Figura 1.3) (Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008). A 5-HT que não é 

armazenada, permanecendo livre no citoplasma, é oxidada para aldeído e posteriormente para o 

metabolito 5-HIAA pela enzima intracelular monoamina oxidase (MAO), sobretudo do tipo A (Figura 

1.3) (Filip et al., 2005; Nichols & Nichols, 2008). 

 

 

 

Figura 1.3 Representação esquemática da biossíntese, neurotransmissão e metabolismo da serotonina (5-HT). O 
aminoácido L-triptofano é hidroxilado a L-5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase e transformado 
em 5-HT através da enzima descarboxilase do aminoácido aromático. A despolarização nos terminais dos axónios 
serotoninérgicos induz o influxo de iões Ca2+ e a fusão das vesículas sinápticas que contêm armazenada a 5-HT 
biossintetizada com a membrana celular. A 5-HT difunde-se no espaço sináptico e interage com os recetores. A 5-HT é 
recapturada do espaço sináptico pelo transportador de 5-HT (SERT) e armazenada em vesículas. A 5-HT que permanece 
livre no citoplasma é catabolizada pela monoamina oxidase (MAO) para o metabolito ácido 5-hidroxiindol-acético (5-
HIAA) (adaptado de Nichols & Nichols, 2008). 
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1.3.2. O recetor 5-HTR2A 

 

O recetor 5-HTR2A tem recebido especial atenção devido ao papel importante que 

desempenha em algumas funções cognitivas, tais como na aprendizagem e na memória (Buhot et al., 

2000; Harvey, 2003). Além disso, tem-se mostrado relevante numa variedade de doenças 

neuropsiquiátricas, citando-se a esquizofrenia, doença bipolar, depressão, ansiedade, distúrbios 

obsessivo - compulsivos e suicídio (Norton & Owen, 2005). Vários estudos têm averiguado o 

envolvimento do 5-HTR2A na DA: Reynolds et al. (1984) identificaram a redução do 5-HTR2A no córtex 

frontal nas preparações pós-mortem de doentes com DA, Blin et al. (1993) no córtex temporal, 

parietal, temporo - parietal e occipital e Lai et al. (2005) sugeriram que a diminuição do 5-HTR2A na 

região neocortical do lobo temporal poderia implicar um declínio cognitivo mais rápido na DA. No 

entanto, poucos estudos se têm focado no possível papel que este recetor pode desempenhar na 

etiopatogenia da DLFT: Procter et al. (1999) identificaram uma diminuição estatisticamente 

significativa do 5-HTR2A nos lobos frontal e temporal enquanto Franceschi et al. (2005) observaram 

uma redução significativa da densidade cerebral do 5-HTR2A no córtex das regiões orbitofrontal, 

frontal mesial e córtex cingulado. Variações de sequência no gene HTR2A, codificante do recetor 5-

HTR2A, têm sido estudadas como possíveis candidatos funcionais em várias doenças, tais como na 

esquizofrenia, distúrbios obsessivo - compulsivos, suicídio e DA (Norton & Owen, 2005). Por exemplo 

a variação de sequência c.102C>T no gene HTR2A tem sido associada a alucinações visuais e auditivas, 

psicose, depressão e delírios 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 sobreposição clínica com a DLFT 

(Grazina et al., 2004), é relevante averiguar o possível envolvimento do gene HTR2A na DLFT. 

O gene HTR2A foi mapeado no cromossoma 13q14 - q21 (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 proteínas com 471 (NP_000612) e 387 (NP_001159419) 

aminoácidos, 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 três domínios: extracelular (inclui o 

terminal amínico e os loops extracelulares E1, E2 e E3 entre as hélices transmembranares TM2 - 3, 

TM4 - 5 e TM6 - 7, respetivamente), de membrana (constituída pelas sete hélices transmembranares 

TM1, TM2, TM3, TM4, TM5, TM6 e TM7) e o intracelular (inclui o terminal carboxílico e os loops 

intracelulares I1, I2 e I3 entre as hélices transmembranares TM1 - 2, TM3 - 4 e TM5 – 6, 
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respetivamente). O domínio intracelular possui locais para interagir com várias proteínas G e efetores 

para a transdução dos sinais extracelulares (Raymond et al., 2006). A principal via de tradução do 

sinal ocorre através da ativação da fosfolipase C-β (PLC-β) pela proteína Gαq/11, resultando na 

hidrólise do fosfolípido 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 hidrofílicas do IP3 

possibilitam a ativação dos canais de Ca2+ dependentes de ligandos na membrana do retículo 

endoplasmático, com a subsequente libertação de Ca2+ intracelular (Raymond et al., 2006; Nichols & 

Nichols, 2008). O DAG, que é hidrofóbico, juntamente com o Ca2+, ativa a proteína cinase C que 

fosforila numerosos substratos nos resíduos de serina e treonina (Azzi et al., 1992; Raymond et al., 

2006; Nichols & Nichols, 2008). Nos humanos, o recetor 5-HTR2A foi identificado em vários 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 monócitos e linfócitos (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 vários processos fisiológicos, como por exemplo a contração muscular, a 

agregação plaquetar, a vasoconstrição e funções no SNC (Raymond et al., 2006; Hannon & Hoyer, 

2008).
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Figura 1.4 Representação 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 resíduos (polar, neutra ou carregada; hidrofóbica, aromática ou alifática). Partes da sequência foram deletadas devido à presença 
de loops demasiado longos (representados por “…”). E - loops extracelulares, I - loops intracelulares, TC - terminal carboxílico, TM - hélices transmembranares e TN - terminal 
amínico. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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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 específicos: 

 

 Analisar a sequência do gene HTR2A para identificação de variações de sequência que 

pudessem eventualmente estar associadas ao fenótipo clínico de DLFT. 

 

 Correlacionar as variações de sequência no gene HTR2A que têm como consequência a 

alteração de aminoácido ou que se localizam em regiões reguladoras, com as características 

clínicas dos doentes, no sentido de analisar a possibilidade de constituírem fatores de risco 

para alguma particularidade da doença, bem como averiguar se ocorrem em frequências 

alteradas comparativamente a um grupo controlo, através de um estudo de associação caso 

- controlo. 

 

 Analisar o impacto funcional da variação de sequência rs#3125, localizada na região 

reguladora não traduzida 3’ (3’UTR) do gene HTR2A, no seguimento de um resultado 

significativo no estudo de associação, no grupo de mulheres com diagnóstico provável de 

vcDFT. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Amostragem e metodologias 
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3.1. Amostragem 

 

O projeto em que se inclui este trabalho foi previamente aprovado pela Comissão de Ética 

para a Saúde do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, E.P.E.. Todos os participantes ou os 

seus representantes legais deram o seu consentimento informado, após receberem informações 

detalhadas sobre a natureza e objetivos do estudo. 

 

3.1.1. Doentes com diagnóstico provável de Degenerescência Lobar Frontotemporal para 

análise do gene HTR2A 

 

Neste estudo foram incluídos 70 doentes com diagnóstico provável de DLFT avaliados na 

Consulta de Demências do Serviço de Neurologia no Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, 

E.P.E., de acordo com critérios padronizados (Neary et al., 1998; Rascovsky et al., 2011). Dos 70 

doentes, 39 são 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 correlação genótipo - fenótipo 

 

Os processos correspondentes aos 70 doentes com diagnóstico provável de DLFT foram 

consultados e a informação relativa à variante clínica, história clínica pessoal e familiar, idade de 

início, depressão, agressividade e resultados dos testes de Mini Mental State Examination (MMSE) e 

Clinical Dementia Rating (CDR) foi examinada. Para estabelecer a idade de início precoce ou tardia, 

foi considerado o valor de corte nos 65 anos de idade, com base em McMurtray et al. (2006). Na 

análise descritiva das informações clínicas, foram calculadas frequências para as variáveis nominais, 

e médias e desvios - padrão para variáveis cujo nível de mensuração fosse intervalar. 

Para constituir o grupo controlo, foram analisados 92 indivíduos que não apresentam 

quaisquer sinais de alterações neurológicas nem a doença em estudo, voluntários, não 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 indivíduos saudáveis, 55 tinham menos de 65 anos de 

idade.  
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3.1.3. Grupos para estudo de genómica funcional da variação de sequência rs3125 

 

  Foram incluídas 7 mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e 10 mulheres saudáveis 

(Tabela 3.2), a partir da amostragem do estudo de correlação genótipo - fenótipo (Secção 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 saudáveis (Tabela 3.2). 

 

 

 

  

Tabela 3.2 Distribuição do número de mulheres com diagnóstico 
provável de vcDFT e saudáveis por idades mínima e máxima, média e 
desvio-padrão, para o estudo da variação de sequência rs3125. 

Grupo n Mínimo (anos) Máximo (anos) Média ± DP 

VcDFT 6 52 79 69 11 
Controlo 10 37 64 45 10 

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Demência 
Frontotemporal, n - número de indivíduos e DP - desvio-padrão. 

Tabela 3.1 Distribuição do número de doentes com diagnóstico provável de DLFT e de 
indivíduos saudáveis por género, idades mínima e máxima, média e desvio-padrão.  

Grupo n Feminino Masculino Mínimo (anos) Máximo (anos) Média ± DP 

DLFT 70 39 31 38 82 63 11 
Controlo 92 59 33 30 96 58 14 

Abreviaturas: DLFT - Degenerescência Lobar Frontotemporal, n - número de indivíduos e DP - 
desvio-padrão. 
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3.2. Metodologias experimentais 

 

3.2.1. Análise do gene HTR2A em doentes com diagnóstico provável de Degenerescência 

Lobar Frontotemporal 

 

  O gene HTR2A foi analisado comparativamente à sequência de referência, identificada pelo 

número de acesso NG_013011.1 na base de dados NCBI (Benson et al., 2013), em 70 doentes com 

diagnóstico provável de DLFT para a identificação de variações de sequência. Com esta finalidade, o 

DNA correspondente a cada indivíduo foi isolado, previamente a este estudo, utilizando o método 

de extração por fenol-clorofórmio (Sambrook et al., 1987; Moore, 1997). A sequência do gene HTR2A 

(os exões e respetivas regiões adjacentes, bem como a presença da deleção identificada pelo 

rs71790269 (Sherry et al., 2001)) foi analisada pelo método de sequenciação 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 variações de sequência consideradas mais relevantes. As condições de 

trabalho incluíram áreas de pré e pós PCR separadas, para reduzir a amplificação de sequências 

através de aerossóis, conforme recomendado, evitando contaminações, (Bej et al., 1991; Stirling, 

2003a; Wallace, 2004; Viljoen et al., 2005) e segundo a prática do Laboratório 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 quantificação 

 

  Foram usadas amostras de DNA, da DNAteca do Laboratório de Bioquímica Genética, 

previamente extraídas a partir de 5 a 10mL de sangue periférico, por punção venosa, para tubos 

contendo o anti-coagulante ácido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA). A extração foi realizada de 

acordo com o método de extração por fenol-clorofórmio previamente descrito (Sambrook et al., 

1987; Moore, 1997). A concentração e o grau de pureza do DNA extraído foram estimadas por 

espectrofotometria no quantificador automático NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer e com o 

auxílio do Software NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer v.3.7 (ambos da Thermo Scientific, 

Delaware, U.S.A.), usando 2 μL de DNA. A concentração do material genético foi determinada pela 

leitura da densidade ótica (DO) a 260 nm, correspondente à média da luz ultravioleta (UV) absorvida 
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pelas bases nitrogenadas dos nucleótidos individuais (Heptinstall & Rapley, 2000), e o grau de pureza 

foi avaliado pela razão da DO a 260 e a 280nm (DO260/DO280). A amostra foi considerada com pureza 

adequada quando o quociente estava compreendido entre 1,8 e 2,0, indicativo da absorção devida 

aos nucleótidos constituintes do DNA. Quando os valores foram inferiores a 1,8 ou superiores a 2,0 

identificam a presença de contaminantes, tais como proteínas e fenol (Teare et al., 1997; Bohorova 

et al., 1999; Heptinstall & Rapley, 2000). A conversão das leituras de absorvância para a concentração 

baseia-se na lei de Beer-Lambert, considerando uma unidade de DO a 260nm correspondente a 

aproximadamente 50ng/µL de DNA de cadeia dupla e comprimento de trajetória da luz 0,1cm 

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

 

3.2.1.2. Análise da sequência 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 possível que a quantidade de DNA 

existente numa amostra deixasse de ser limitante na investigação ou no diagnóstico (Viljoen et al., 

2005). A PCR baseia-se no processo de replicação do DNA que ocorre in vivo e possibilita a 

amplificação rápida de sequências específicas, selecionadas do genoma, através de uma síntese in 

vitro, devido à complementaridade das bases de nucleótidos e no facto de que a dupla hélice se 

separa em cadeias únicas perante variações na temperatura acima de 90°C (Bej et al., 1991; Bartlett 

& Stirling, 2003; Viljoen et al., 2005; Fairchild et al., 2006; Klepárník & Boček, 2007). Contudo, não 

existe um protocolo apropriado para todas as reações e, por conseguinte, as condições necessárias 

para a amplificação dos fragmentos delimitados por cada par de primers desenhados foram 

otimizadas de acordo com os seguintes parâmetros: qualidade e concentração do DNA molde, 

concentração dos primers, do magnésio (Mg2+), dos desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs), 

seleção e concentração da DNA polimerase, condições do programa, utilização de aditivos (como 

dimetilsulfóxido) e o recurso à técnica de “hot start” (Innis & Gelfand, 1990; Bej et al., 1991; 

Grunenwald, 2003; Lübeck & Hoorfar, 2003). Neste estudo, foram usados 50ng de DNA, mistura de 

dNTPs a 2mM, 1 unidade de Taq DNA polymerase e o respetivo tampão (todos da GE Healthcare, 

Buckinghamshire, U.K.) e 2 pmol de cada primer (Tabela 3.3) para um volume total de 10µL. As 

amostras foram amplificadas no TGradient thermocycler (Biometra, Göttingen, Germany) de acordo 

com seguintes parâmetros: (passo 1) desnaturação a 95C durante 5 minutos; (passo 2) 35 ciclos de 

desnaturação a 95C por 30 segundos, annealing à temperatura compreendida entre 60 a 64C 
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durante 30 segundos, extensão a 72C por 30 segundos. Para a análise da deleção rs71790269 foi 

usada a enzima Phire Hot Start II DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finland), devido à 

processividade superior e capacidade de amplificar fragmentos de DNA até 7,5kb, de acordo com as 

instruções do fabricante (Finnzymes, 2008) e com os primers apropriados (Tabela 3.3). Para minimizar 

a ocorrência de contaminações foram incluídos controlos positivos (DNA molde, assegurando 

reprodutibilidade) e negativos (sem DNA). 

 

 

 

 

 

 

A presença dos produtos amplificados por PCR (Tabela 3.3) foi determinada através da sua 

visualização e separação por eletroforese, em gel SeaKem LE agarose (Lonza, Maine, U.S.A.) a 1% 

w/v com 0,1 mg/L de brometo de etídeo (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden), de acordo com 

o peso molecular, após a aplicação de corrente elétrica. No caso do DNA, este método é aplicável 

porque, na presença de um tampão a pH 8, as moléculas adquirem carga total negativa migrando em 

direção ao cátodo (Bowen et al., 2000; Viljoen et al., 2005). O tampão de aplicação [0,05% azul de 

bromofenol (USB Corporation, Ohio, U.S.A.), 50% glicerol (InvitrogenTM, 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 

Tabela 3.3 Primers desenhados para a 
amplificação das regiões alvo no gene 
HTR2A. 

Posição Direção Fragmento (pb) 

47471361 
47470570 

Forward 
Reverse 

813 

47470538* 
47469279 

Forward 
Reverse 

1283 

47470208 
47469279 

Forward 
Reverse 

950 

47466902 
47466360* 

Forward 
Reverse 

562 

47409952 
47408751 

Forward 
Reverse 

1228 

* Primers flanqueadores da deleção 
rs71790269. São obtidos fragmentos com 
1298pb e 4202pb na presença e ausência da 
deleção respetivamente. 
Posições obtidas na base de dados UCSC 
Genome Browser (Fujita et al., 2011). 
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amplificação na proporção de 1:1 e a mistura foi aplicada no gel polimerizado, bem como 2µL do 

marcador de peso molecular adequado (Fermentas, California, U.S.A.). A observação nítida dos 

fragmentos foi conseguida pela realização da eletroforese a 3 V/cm em tampão TBE1x (Bio-Rad, 

Lisboa, Portugal). As bandas de DNA foram visualizadas no transiluminador Molecular Imager 

ChemiDoc™ XRS+ Imaging System, devido à emissão de fluorescência laranja pelo brometo de etídeo 

sob irradiação UV quando intercalado entre as bases dos ácidos 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 câmara digital com recurso ao Software Quantity One-4.6.9 (ambos da Bio-Rad, Berkeley, 

U.S.A.). 

Os produtos amplificados por PCR foram purificados pelo método estabelecido por Werle et 

al. (1994), que consiste na adição de duas enzimas hidrolíticas: a exonuclease I (Exo I), que degrada 

os primers residuais através da atividade de nuclease 3’-5’, e a Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), 

que catalisa a remoção dos grupos 5’ fosfato nos dNTPs livres inativando a sua incorporação nos 

produtos de sequenciação (Werle et al., 1994; Dugan et al., 2002). O procedimento consistiu na 

adição direta destas enzimas contidas na solução ExoSAP-IT® (USB® Corporation, Ohio, U.S.A), 

2µL/amostra. Contudo, a identificação da deleção rs71790269 em heterozigotia implicou a extração 

do gel de agarose da banda de 1298pb e posterior purificação sob centrifugação usando os tampões 

fornecidos no kit comercial QIAquick Gel extraction (Qiagen, Hilden, Germany). A presença do 

produto extraído foi confirmada num gel de agarose. 

A sequenciação dos ácidos nucleicos é a análise mais precisa para a determinação dos 

nucleótidos 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 interrupção controlada da replicação enzimática: um primer hibridizava com o DNA molde de 

cadeia única e era extendido pela DNA polimerase na presença de quatro dNTPs e de um terminador 

da cadeia ou 2', 3'-di-desoxi-nucleótido (ddNTP), dos quatro possíveis, marcado radioativamente. Os 

produtos de cada reação eram aplicados em paralelo num gel de acrilamida desnaturante, resolvidos 

por eletroforese e visualizados por autoradiografia, obtendo-se um padrão de bandas a partir do qual 

a sequência era lida. Atualmente, a marcação radioativa foi substituída por fluorescência, tendo sido 

o processo automatizado, usando quatro ddNTPs com fluorocromos diferentes, com o mesmo 

comprimento de onda de excitação e diferentes espectros de emissão (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 reação de sequenciação 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, Göttingen, Germany), de acordo com os parâmetros definidos pela Applied 

Biosystems (Applied Biosystems, 2010a). Para além dos primers usados previamente para amplificar 

a região alvo (Tabela 3.3), foram usados também primers internos (posições 47409452 (forward), 

47409435 (reverse) e 47409071 (reverse) na sequência do DNA, Fujita et al., 2011), para assegurar a 

análise indubitável do gene HTR2A e confirmar as variações de sequência identificadas em ambos os 

sentidos. 

Posteriormente, as amostras de DNA foram purificadas pelo método de precipitação com 

etanol (adaptado de Wallace, 2004) para remover os terminadores em excesso e sais constituintes 

do tampão que interferem com as injeções eletroforéticas e a sequenciação (Kheterpal & Mathies, 

1999). Ao produto total da reação de sequenciação foram adicionados água e etanol (Merck, 

Darmstadt, Germany) a 95% (v/v), na proporção 5:4:16. A separação efetuou-se por centrifugação 

(Sigma Laboratory Centrifuges 4K15C, Sartorius AG, Göttingen, Germany) a 2500xg por 30 minutos. 

Adicionaram-se 75µL de etanol a 70% ao sedimento e centrifugou-se durante 10 minutos a 2000xg. 

Os sedimentos foram ressuspensos em 20µL do desnaturante Hi-DiTM Formamide e colocados no 

sequenciador automático 3130 Genetic Analyzer (ambos da Applied Biosystems, California, U.S.A.). A 

separação dos fragmentos ocorreu de acordo com o tamanho, através de uma eletroforese capilar, 

com a elevada resolução a uma base, e a base terminal de cada fragmento foi identificada pelas 

emissões de fluorescência detetadas, resultantes da excitação provocada pelo laser de árgon 

incidente nos fluoróforos dos ddNTPs (Stirling, 2003b; Metzker, 2005; Klepárník & Boček, 2007; 

Shendure et al., 2008). Os dados produzidos foram importados e processados diretamente para o 

Software 3130 Genetic Analyzer Data Collection v3.1, as sequências obtidas foram analisadas com 

recurso ao Software Sequencing Analysis v5.4 e comparadas com a sequência de referência através 

do Software SeqScape v2.5 (todos da Applied Biosystems, California, U.S.A.). A qualidade e a análise 

das sequências foram confirmadas por um investigador qualificado e independente. As variações de 

sequência identificadas foram descritas de acordo com a Human Genome Variation Society (Dunnen 

& Antonarakis, 2001). 
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3.2.1.3. Confirmação das variações de sequência por PCR-RFLP  

 

Os genótipos obtidos para as variações de sequência rs6312, rs1805055, rs6313, rs6314 e 

rs3125 foram confirmados por PCR-RFLP (Deng, 1988). As condições para amplificar por PCR as 

regiões que possuem as alterações rs6312, rs1805055 e rs6314 correspondem às descritas 

anteriormente (Secção 3.2.1.2.). A região flanqueadora da variação de sequência rs6313 foi 

amplificada usando os primers nas posições 47470046 (forward) e 47469724 (reverse) na sequência 

do DNA (Fujita et al., 2011). Como nenhuma enzima de restrição (ER) reconhecia a região com a 

alteração rs3125, o Software GAMPD foi utilizado para a criação de um local artificial (Yang et al., 

2012). Por conseguinte, a região foi amplificada por PCR usando o primer forward mismatch na 

posição 47408852 e o reverse na 47408751 (Fujita et al., 2011), de acordo com as condições referidas 

na Secção 3.2.1.2.. Posteriormente, o produto amplificado foi submetido à ação de uma ER (existente 

naturalmente nas bactérias defendendo-as contra a incorporação de DNA estranho pela clivagem em 

locais específicos) cuja sequência reconhecida contém a variação de sequência a analisar (Deng, 

1988; Taylor & Taylor, 2004; Viljoen et al., 2005; Klepárník & Boček, 2007; Ota et al., 2007; 

Rasmussen, 2012). A presença ou ausência da sequência reconhecida pela ER resulta na formação de 

fragmentos com tamanhos diferentes (Rasmussen, 2012). Por conseguinte, a visualização dos 

produtos de digestão por eletroforese torna possível a identificação 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 variações de sequência. Foi usada 1 unidade de 

ER (Tabela 3.4), em tampão 1x, para a análise de restrição do produto amplificado.  

 

 

 

  

Tabela 3.4 Enzimas de restrição usadas para a genotipagem de cada variação de 
sequência e respetivos fragmentos produzidos. 

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

rs6312 Cfr13I 699, 114 444, 255, 114 
rs1805055 MvaI 549, 262, 139 549,401 

rs6313 MspI 217, 125 342 
rs6314 Mva1269I 944, 284 1228 
rs3125 HpyCH4III 101, 23 124 

A HpyCH4III é da New England BioLabs, Massachusetts, U.S.A. e as restantes da 
Fermentas, Vilnius, Lithuania. 
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A reação de RFLP foi otimizada usando DNA amplificado de indivíduos portadores de 

genótipos diferentes determinados por sequenciação. Foi incluído um controlo positivo, DNA com o 

local de restrição da enzima de modo a assegurar a sua atividade, e um controlo não digerido, tal 

como é recomendado (Ota et al., 2007). Após a incubação 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 variações de sequência 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. Correlação genótipo - fenótipo 

 

 As variações de sequência consideradas mais relevantes no gene HTR2A foram genotipadas 

nos grupos de doentes e de controlos pelos métodos de minissequenciação (Sokolov, 1990; Syvӓnen 

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), sequenciação 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 análise estatística para identificar variações de sequência que possam 

constituir fatores de risco para a DLFT. 

 

3.2.2.1. Genotipagem das variações de sequência 

 

O método de minissequenciação foi desenvolvido para a genotipagem de uma variação de 

sequência através da extensão pela DNA polimerase na extremidade 3’ de um primer hibridizado na 

posição imediatamente adjacente à do local polimórfico a analisar de um nucleótido trifosfato 

marcado e complementar (Sokolov, 1990; Syvӓnen et al., 1990; Kuppuswamy et al.,1991). 

Atualmente, este método possibilita a genotipagem simultânea de várias alterações, em diferentes 

posições no DNA, através da utilização de primers com tamanhos diferentes (indicam a posição da 

alteração) e de ddNTPs marcados com corantes fluorescentes distintos (identificam o nucleótido 

polimórfico 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 variações de sequência 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 regiões que possuem as 

variações de sequência rs6315, rs6316, rs6312; rs6310, rs7996679; rs1805055, rs6313; rs6314, 

respetivamente. A mistura constituída por 1µL de cada um dos quatro produtos amplificados foi 

purificada com ExoSAP-IT® (USB® Corporation, Ohio, U.S.A.) e posteriormente submetida à reação de 

minissequenciação. Foram usados os primers caracterizados na Tabela 3.5 (a extremidade 3’ é 

complementar à base adjacente ao resíduo polimórfico) e o kit comercial ABI Prism SNaPshotTM 

Multiplex (Applied Biosystems, California, U.S.A.), de acordo com o protocolo recomendado (Applied 

Biosystems, 2010b). 

 

 

 

 

 

 

Em todas as reações foram usados controlos positivo e negativo (sem DNA). O controlo 

positivo foi criado através da mistura constituída por DNA amplificado de doentes portadores de 

genótipos heterozigóticos para todas as variações de sequência a analisar, determinados 

previamente por sequenciação (Secção 3.2.1.2.). Para o rs6316, foi produzida uma amostra 

heterozigótica através da amplificação por PCR usando o primer forward mismatch localizado na 

posição 47471218, o reverse na 47471118 (Fujita et al., 2011) e as condições descritas na Secção 

3.2.1.2.. O produto total da reação de minissequenciação foi purificado para a remoção dos ddNTPs 

marcados livres (Syvӓnen, 1999; Makridakis & Reichardt, 2001), pela adição da SAP (USB® 

Corporation, Ohio, U.S.A.), 1 unidade/amostra. A mistura constituída por 1µL do produto purificado 

Tabela 3.5 Caracterização dos primers 
desenhados para a reação de 
minissequenciação. 

RefSNP (rs#) Posição Direção 

rs6315 47471314 Forward 
rs6312 47470794 Reverse 
rs6310 47470353 Forward 

rs1805055 47469969 Forward 
rs7996679 47470294 Forward 

rs6313 47469885 Reverse 
rs6316 47471163 Reverse 
rs6314 47408969 Reverse 

Posições obtidas na base de dados UCSC 
Genome Browser (Fujita et al., 2011). 
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com a SAP, Hi-DiTM Formamide e o marcador de peso molecular LIZ-GeneScan™-120 LIZ Size 

Standard foi colocada no sequenciador automático 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 determinação dos 

genótipos. 

As variações de sequência rs36212789, rs3125 e rs58145637 foram genotipadas no grupo 

controlo por sequenciação de Sanger, conforme descrito na Secção 3.2.1.2.. 

A variação de sequência rs6311 foi genotipada em ambos os grupos por PCR-RFLP conforme 

descrito na Secção 3.2.1.3.. A região flanqueadora foi amplificada por PCR usando os primers nas 

posições 47471694 (forward) e 47471118 (reverse) (Fujita et al., 2011) na sequência do DNA. O 

produto amplificado (597pb) foi digerido pela ER MspI e os fragmentos visualizados num gel agarose 

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

 

3.2.2.2. Análise estatística de dados genéticos 

 

As variações de sequência genotipadas no grupo de doentes foram correlacionadas com as 

características clínicas respetivas. As frequências genotípicas e alélicas foram comparadas entre os 

subgrupos de género (feminino versus masculino), idade de início (ponto de corte 65 anos), 

depressão (positiva versus negativa), agressividade (positiva versus negativa), história familiar 

(positiva versus negativa), MMSE (presença versus ausência de défice cognitivo) e CDR (0,5+1 versus 

2+3 e 0,5+1+2 versus 3). 

Adicionalmente, as frequências genotípicas e alélicas correspondentes às variações de 

sequência genotipadas nos doentes foram comparadas com o grupo controlo, incluindo os respetivos 

subgrupos de género (mulheres doentes versus mulheres saudáveis, homens doentes versus homens 

saudáveis) e idade (idade de início dos sintomas inferior a 65 anos versus controlos com menos de 

65 anos, idade de início dos sintomas igual ou superior a 65 anos versus controlos com 65 anos ou 

mais). 

Todas as comparações foram realizadas recorrendo ao teste não paramétrico de 2 e o teste 

exato de Fisher, usando tabelas de contingência 2x3 para as frequências dos genótipos 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 confiança de 
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95%. A estatística inferencial foi usada para testar a existência de diferenças estatisticamente 

significativas entre as variáveis, aceitando-se o nível de significância (p) inferior a 0,05. O equilíbrio 

de Hardy - Weinberg (EHW) foi averiguado em todas as amostragens pela comparação dos genótipos 

observados com os esperados. Esse fenómeno sustenta que, na ausência de migração, mutação ou 

seleção natural, que iriam alterar as frequências alélicas ao longo do tempo, e na presença de 

acasalamento aleatório numa grande população, os dois alelos de um indivíduo são considerados 

como não estando associados, sendo as frequências genotípicas em qualquer locus uma função 

simples das frequências alélicas, mantendo-se aproximadamente constantes entre gerações (Hardy, 

1908; Weinberg, 1908). 

 

3.2.3. Estudo de genómica funcional da variação de sequência rs3125 

 

As plaquetas e as células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram isoladas de cada 

indivíduo incluído na amostragem caracterizada na Secção 3.1.3.. O RNA foi extraído, o DNA 

complementar (cDNA) foi sintetizado (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970) e a presença de DNA 

genómico (DNAg) foi verificada por PCR (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis & Faloona, 1987; 

Mullis, 1990). O método de sequenciação 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 presença das 

isoformas do gene HTR2A e determinar a expressão alélica (transcrito) para a variação de sequência 

rs3125. O PCR em tempo real quantitativo (qRT-PCR) (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993) foi 

utilizado para a determinação da expressão 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 solução 

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 solução 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 

o método descrito por Wang et al. (2003) com algumas adaptações. Após a colheita do sangue, o 

plasma rico em plaquetas (PRP) foi imediatamente separado através da centrifugação (Sigma 
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Laboratory Centrifuges 4K15C, Sartorius AG, Göttingen, Germany) a 200xg durante 10 minutos, em 

dois passos consecutivos. No sentido de remover quaisquer células remanescentes de leucócitos e 

glóbulos 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, Illinois, U.S.A.). O 

sedimento de plaquetas foi obtido pela centrifugação a 4500xg durante 10 minutos. 

O sangue obtido após a remoção do PRP foi imediatamente usado para o isolamento das 

PBMCs através de um gradiente de densidade produzido pelo Ficoll (polímero de sacarose e 

epiclorohidrinia com elevado peso molecular) (Böyum, 1968), a partir do procedimento adaptado de 

de Wit & Sluiter (2009). O sangue foi diluído com igual volume de PBS-EDTA (140 mM NaCl, 1,5 mM 

KH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4, 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-PaqueTM PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 

Uppsala, Sweden), uma solução estéril que possui Ficoll e diatrizoato de sódio com a densidade, 

viscosidade e pressão osmótica necessárias para o isolamento rápido 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 linfócitos foram diluídos pela adição de três volumes de 

solução PBS-EDTA a 4C, seguindo-se a centrifugação (Sigma Laboratory Centrifuges 4K15C, Sartorius 

AG, Göttingen, Germany) a 140xg durante 15 minutos, a 4C. O sedimento obtido foi ressuspenso 

com um volume de solução de lise de glóbulos vermelhos (RBCLB: 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 1 

mM Na2EDTA, pH 7,4, todos da Sigma-Aldrich, Missouri, U.S.A.) a 4C e a centrifugação repetida. 

Seguiram-se duas novas lavagens do sedimento obtido com PBS-EDTA a 4C. O sedimento foi 

ressuspendido em 400µL de PBS-EDTA e as células quantificadas no contador Cell-Dyn 1400 (Abbott, 

Illinois, U.S.A.). O sedimento de PBMCs purificadas foi obtido através da repetição da centrifugação. 

 

3.2.3.2. RNA: isolamento e determinação da concentração, qualidade e 

integridade 

 

A extração do RNA a partir das plaquetas e das PBMCs de cada indivíduo foi realizada em área 

restrita e recorrendo ao kit comercial RNeasy® Mini (Qiagen, Hilden, Germany), cujo procedimento 

inclui os passos de lise, ligação do RNA à membrana e respetiva eluição em colunas de spin (Qiagen, 

2010). A remoção do RNA do seu ambiente celular torna-o extremamente frágil e suscetível a 

degradação (Bustin & Nolan 2004; Mueller et al., 2004; Schroeder et al., 2006). Por conseguinte, a 

http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22B%C3%B6yum+A%22&restrict=All+results
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integridade e a qualidade do RNA extraído foram determinadas recorrendo ao kit comercial RNA 

6000 Nano LabChip® e ao Software 2100 expert (ambos da Agilent Technologies, Waldbronn, 

Germany), que correlaciona a fluorescência medida com a quantidade de RNA existente. O resultado 

é traduzido num eletroferograma e na apresentação dos valores de quocientes ribossómicos 

28S/18S, de concentração e do número de integridade de RNA (RIN) compreendido entre 1 e 10 

(Mueller et al., 2004; Schroeder et al., 2006). O valor de RIN adequado para análise posterior é acima 

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

 

3.2.3.3. Síntese de DNA complementar 

 

O RNA não 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 notório na compreensão da transcrição genética (Baltimore, 1970; Temin 

& Mizutani, 1970). Neste estudo, foi selecionado o protocolo no qual a transcrição reversa e a PCR 

ocorrem em passos separados (two-step), pois tem a vantagem de produzir um pool de cDNA estável 

que pode ser utilizado em várias experiências com alvos diferentes (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002). 

A síntese de cDNA foi realizada recorrendo ao kit comercial Maxima First Strand cDNA Synthesis 

(Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), seguindo as recomendações do fornecedor (Thermo Scientific, 

2012). Em cada reação foram incluídos dois controlos negativos: o RT- (reverse transcriptase minus), 

que possibilita a deteção de uma possível contaminação com DNAg, inclui todos os reagentes para a 

reação de síntese de cDNA exceto a Maxima Enzyme Mix, que é substituída por água; o NTC (no 

template control), que averigua a ocorrência de contaminações nos reagentes, possui todos os 

componentes exceto o RNA molde, que foi substituído por água (Thermo Scientific, 2012). 

 

3.2.3.4. Verificação da presença de DNA genómico 

 

A presença de DNAg no cDNA sintetizado foi averiguada através da amplificação 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 indivíduo, foram incluídos os controlos da síntese de 

cDNA: os respetivos RT- e o NTC. Como o primer localizado na posição 47409952 (Tabela 3.3) é 

intrónico, a amplificação nas amostras de cDNA e RT- identifica a presença de DNAg, uma vez que, 

após a transcrição, os intrões do RNA são removidos por splicing (Berg et al., 2002). Nestas situações, 
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o RNA total extraído foi purificado através do kit TURBO DNA-freeTM (Ambion, Texas, U.S.A.), que 

possibilita a eliminação do DNAg sem recorrer a fenol/clorofórmio, precipitação com álcool, calor ou 

adição de EDTA, que podem comprometer a estabilidade do RNA (life technologiesTM, 2012). A 

qualidade e a integridade do RNA purificado foram avaliadas (Secção 3.2.3.2.), o cDNA foi novamente 

sintetizado (Secção 3.2.3.3.) e a presença de DNAg verificada conforme descrito anteriormente. 

 

3.2.3.5. Identificação das isoformas do gene HTR2A no DNA complementar 

 

O método de sequenciação de Sanger (Secção 3.2.1.2.) foi usado para identificar as isoformas 

do gene HTR2A. A mistura constituída por 2µL de cDNA, dNTPs a 2mM, 1,25 unidades de Taq DNA 

polymerase e respetivo tampão, solução de MgCl2 a 25mM (todos da GE Healthcare, 

Buckinghamshire, U.K.) e 5pmol de cada primer (Tabela 3.6) com o volume total de 25µL, foi 

amplificada de acordo com seguintes parâmetros: (passo 1) desnaturação a 95C durante 5 minutos; 

(passo 2) 50 ciclos de desnaturação a 95C por 30 segundos, annealing a 58C durante 30 segundos, 

extensão a 72C por 1 minuto. Para além das amostras de cDNA, foram incluídos controlos positivos 

(cDNA sintetizado a partir do RNA de fibroblastos que apresentam expressão elevada das isoformas 

do gene HTR2A, assegurando reprodutibilidade), negativo (sem cDNA) e os controlos da síntese do 

cDNA: os respetivos RT- e o NTC. Os produtos amplificados foram extraídos do gel e purificados 

usando o kit comercial QIAquick Gel extraction (Qiagen, Hilden, Germany). O primer interno na 

posição 47409691 (reverse) (Fujita et al., 2011) foi desenhado para a nítida e indubitável distinção 

das isoformas do gene HTR2A. A expressão alélica da variação de sequência rs3125 foi determinada 

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

 

 

 

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

Posições Direção cDNA (pb) DNAg (pb) 

47469643 
47408751 

Forward 
Reverse 

NM_000621.4: 1256 60910 

47470834 
47408751 

Forward 
Reverse 

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

Abreviaturas: cDNA - DNA complementar e DNAg - DNA genómico.  
Os primers hibridizam em exões diferentes conforme recomendado (Kubista et al., 
2006). 
Posições obtidas na base de dados UCSC Genome Browser (Fujita et al., 2011). 
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3.2.3.6. Quantificação relativa de isoformas do gene HTR2A por PCR em tempo 

real 

 

Higuchi et al. (1992, 1993) foram pioneiros na análise da cinética da PCR pela construção de 

um sistema que detetava os produtos à medida que se acumulavam: o brometo de etídeo 

intercalava-se nas cadeias duplas de DNA produzidas em cada reação de amplificação, o 

termociclador adaptado irradiava luz UV e a câmara de vídeo detetava a fluorescência resultante. 

Quanto menor o número de ciclos necessários para produzir uma fluorescência detetável, maior o 

número de sequências alvo. Esta técnica posteriormente designada por PCR em tempo real (RT-PCR) 

apresenta um vasto número de aplicações, por exemplo em estudos de expressão, na determinação 

do número de cópias do DNAg ou viral (Arya et al., 2005; Dussault & Pouliot, 2006; Kubista et al., 

2006; Ma et al., 2006). A expressão das isoformas do gene HTR2A foi analisada por RT-PCR de 

quantificação relativa, sendo a normalização feita recorrendo a genes de referência conforme 

descrito na Secção 3.2.3.6.1. (Ginzinger, 2002; Bustin & Nolan, 2004; Arya et al., 2005; Dussault & 

Pouliot, 2006). Todo o procedimento decorreu no interior da câmara DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-

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

 

3.2.3.6.1. Seleção dos genes de referência 

 

Como não existe um gene de referência 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 18S 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 Taqman Universal Master Mix II, no UNG (Applied Biosystems, California, 

U.S.A.), nas proporções recomendadas pelo fornecedor, à Taqman Array 96-well FAST Plate Human 

Endogenous Controls (Applied Biosystems, California, U.S.A.), que possui os primers liofilizados 

correspondentes a cada ensaio (life technologiesTM, 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 amplificação a 95C por 15 segundos e 1 minuto a 
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60C (life technologiesTM, 2011). À medida que o produto é amplificado, o Software 7500 v2.06 

(Applied Biosystems, California, U.S.A.) analisa a fluorescência e define o parâmetro CT (threshold 

cycle), o número do ciclo no qual a fluorescência começa a ser considerada como a identificação de 

uma relação 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 início da reação, menor o número 

de ciclos necessários para atingir o limiar de fluorescência (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 são expressos de um modo estável e uniforme em todas as 

amostras. 

 

3.2.3.6.2. Ensaio experimental 

 

Atualmente, as químicas de fluorescência incluem corantes que se ligam ao DNA e sondas 

específicas para a sequência, sendo os mais comuns SYBR Green I e Taqman respetivamente (Bustin, 

2000; Ginzinger, 2002; Bustin & Nolan, 2004; Arya et al., 2005). Embora o SYBR Green I possa ser 

usado com qualquer par de primers para qualquer sequência, emitindo fluorescência quando 

intercalado no DNA de cadeia dupla, não faz distinção, por exemplo, entre o alvo e produtos 

inespecíficos ou dímeros 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 

quantificados com recurso aos ensaios de expressão Taqman® descritos na Tabela 3.7 (Applied 

Biosystems, California, U.S.A.). As sondas fluorescentes localizam-se em regiões exon-exon boundary 

(evitando a quantificação de DNAg) e os amplificados produzidos são pequenos (50pb - 150pb), 

associados, na literatura, a uma eficiência de amplificação superior (Bustin 2000; Ginzinger, 2002; 

Arya et al., 2005).  

 

 

 

Tabela 3.7 Ensaios usados para a quantificação 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 Taqman Gene Expression Assay, Taqman Universal Master Mix II, no UNG 

(ambos da Applied Biosystems, California, U.S.A.) e cDNA, nas proporções recomendadas pelo 

fornecedor (Applied BiosystemsTM by life technologiesTM, 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 amplificação a 95C por 15 segundos e 1 minuto a 

60C (Applied BiosystemsTM by life technologiesTM, 2010). Cada amostra de cDNA e dos respetivos 

RT- e NTC, bem como os controlos negativos (NTC) do ensaio de expressão 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 fluorescência com 

a subsequente atribuição dos respetivos valores de CT. Foi eliminado o valor de CT 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. Análise estatística de dados de genómica funcional 

 

Foram calculadas as médias de CT dos triplicados. Recorrendo ao Software GenEx (Kubista et 

al., 2012) as quantidades detetadas de RNAm em cada amostra foram normalizadas, tendo por base 

a fórmula CT=CTalvo - CTreferência, e foram calculadas as expressões relativas comparativamente à 

amostra com maior expressão (menor CT). A estatística descritiva foi utilizada para expressar os 

resultados num gráfico de barras ± SEM (standard error of the mean), bem como para averiguar se 

os grupos seguiram uma distribuição gaussiana recorrendo ao teste de Kolomogorov-Smirnov (KS), 

passando o teste de normalidade quando p≥0,05. Quando os resultados não seguiram uma 

distribuição gaussiana, foi aplicado o teste não paramétrico de Mann-Whitney (2-tail). Foi usado o 

teste-t (paramétrico) não emparelhado (2-tail) sempre que os dados seguiram uma distribuição 

gaussiana. Uma diferença foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
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4.1. Análise do gene HTR2A em doentes com diagnóstico provável de Degenerescência 

Lobar Frontotemporal 

 

4.1.1. Análise da sequência do gene HTR2A 

 

A análise das sequências correspondentes aos exões e regiões adjacentes do gene HTR2A nos 

70 doentes com diagnóstico provável de DLFT possibilitou a identificação de 17 variações de 

sequência diferentes, cuja localização em cada isoforma e as respetivas frequências genotípicas e 

alélicas estão discriminadas na Tabela 4.1. Apenas 4 variações de sequência não foram descritas na 

literatura (base de dados PubMed) ou nas bases de dados genéticos consultadas até ao momento. 

As restantes estão identificadas pelo código correspondente (refSNP: rs#, Sherry et al., 2001). A 

Figura 4.1 representa esquematicamente a localização das variações de sequência identificadas nos 

doentes com diagnóstico provável de DLFT, por isoforma do gene HTR2A. 

 

 

 

  

Tabela 4.1 Variações de sequência identificadas nos doentes com diagnóstico provável de DLFT (n=70), 
de acordo com as isoformas do gene HTR2A e respetivas frequências genotípicas e alélicas. 

RefSNP (rs#) NM_000621.4 NM_001165947.2 WW WV VV W V 

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 c.160+457A>G 0,89 0,11 0,00 0,94 0,06 

rs7996679 c.-252G>T c.160+516G>T 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01 
rs36212789 c.-251G>C c.160+517G>C 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01 
rs1805055 c.74C>A, p.Thr25Asn c.160+841C>A 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01 

rs6313 c.102C>T, p.Ser34= c.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 c.516 C>T, p.Asp172= c.264C>T, p.Asp88= 0,94 0,06 0,00 0,97 0,03 
------ c.613+86C>T c.361+86C>T 0,99 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 
------ c.1098T>C, p.Val366= c.846T>C, p.Val282= 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01 

rs35224115 c.1239A>T, p.Thr413= c.987A>T, p.Thr329= 0,99 0,01 0,00 0,99 0,01 
rs6314 c.1354C>T, p.His452Tyr c.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 c.*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 variação de sequência no promotor, 5 na 

região não traduzida 5’ (5’UTR), 2 que promovem a substituição de aminoácido, 4 sinónimas, 3 

intrónicas e 2 localizadas na 3’UTR do gene HTR2A (Tabela 4.1, Figura 4.1). Por sua vez, na isoforma 

NM_001165947.2, 1 variação de sequência localiza-se no promotor, 1 na 5’UTR, 2 promovem a 

substituição de aminoácido, 3 são sinónimas, 8 intrónicas e 2 estão localizadas na 3’UTR do gene 

HTR2A (Tabela 4.1, Figura 4.1). As variações de sequência identificadas correspondem 

maioritariamente à substituição de uma base nucleotídica, exceto a rs58145637 no qual ocorre a 

inserção de uma adenina (Tabela 4.1, Figura 4.1). As variações de sequência rs6315, rs6312, rs6310, 

rs7996679, rs36212789, rs1805055, rs6305, rs35224115 e as 4 não descritas foram identificadas 

somente em homozigotia wild type e heterozigotia (Tabela 4.1, Figura 4.1). Os três genótipos 

possíveis foram detetados nas alterações genéticas rs6313, rs2296973, rs6314 e rs3125 (Tabela 4.1, 

Figura 4.1). 

 

 

 

Figura 4.1 Representação esquemática da localização das variações de sequência identificadas nos doentes com 
diagnóstico provável de DLFT em cada isoforma do gene HTR2A. Barras azuis mais largas – exões, barras azuis mais 
estreitas – regiões não traduzidas e barra preta – intrões. 
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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 variação de sequência rs3125 em heterozigotia. 

 

 

 

 

 

 

Um doente aparentou ser portador da deleção rs71790269 em heterozigotia. A sequenciação 

do fragmento com a deleção (1298pb) foi exequível apenas com o primer reverse (marcado com o 

asterisco na Tabela 3.3) e foram obtidas simultâneamente duas sequências conforme representado 

na Figura 4.3A. Com o intuito de identificar as referidas regiões, o fragmento com a deleção foi 

digerido com a ER MvaI (de acordo com a metodologia descrita na Secção 3.2.1.3.), uma vez que 

reconhece a região representada na Figura 4.3A com o retângulo azul (nucleótidos CTGG sem picos 

sobrepostos) quando na posição adjacente e no lado esquerdo está presente o alelo C (seta preta, 

CCTGG). Portanto, a sequência que possui o alelo G (seta preta, GCTGG) não é reconhecida pela MvaI. 

O produto de digestão está representado na Figura 4.3B. As 4 bandas foram extraídas do gel e 

sequenciadas (Figura 4.3B).  

 
Figura 4.2 Eletroferograma que permite a identificação da 
variação de sequência rs3125 em heterozigotia. 
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Figura 4.3 A: Eletroferograma correspondente ao fragmento com a deleção rs71790269. Retângulo azul - sequência de 
nucleótidos sem picos sobrepostos (CTGG) e seta preta - posição adjacente com os nucleótidos C e G sobrepostos. 
Esquema de cores da leitura dos nucleótidos: A - verde, T - vermelho, C - azul e G - preto. B: Representação em fotografia 

do eletroferograma obtido em gel de SeaKem LE agarose a 2% correspondente ao fragmento digerido com a MvaI. 
Linhas de migração: 1 - marcador de peso molecular MassRulerTM DNA Ladder Mix, 2 - produto da digestão e 3 - controlo 
não digerido. 

 

 

 

Foram obtidas sequências somente para as bandas 2 e 3 (Figura 4.3B) e, à semelhança 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 sequências obtidas para as bandas 2 e 

3 se localizam no intrão do gene TSPAN9 (tetraspanin 9) localizado no cromossoma 12: a banda 2 

corresponde à sequência na cadeia positiva e na região compreendida entre as posições 3332812 e 

3332996, enquanto a banda 3 corresponde à sequência na cadeia negativa e entre as posições 

3333876 e 3333937 (Figura 4.4). Após a identificação da localização das referidas bandas na 

sequência nucleotídica do gene TSPAN9, obtida na base de dados NCBI (Benson et al., 2013), 

verificou-se que foi amplificada uma região com 1206pb cujos primers flanqueadores correspondem, 

neste caso excecional, à sequência do primer reverse (Figura 4.4) Os locais de reconhecimento da ER 

MvaI foram assinalados (retângulos pretos) sendo produzidos os fragmentos com os seguintes 

tamanhos: 222pb, 124pb, 576pb, 59pb, 66pb, 55pb e 104pb (Figura 4.4). Após a comparação com o 

eletroferograma representado na Figura 4.3B, concluiu-se que às bandas 1, 2, 3 e 4 correspondem os 

fragmentos com 576pb; 222pb; 124pb e 104pb; 59pb, 66pb e 55pb, respetivamente. Embora a banda 

3 inclua dois fragmentos, apenas um possui a sequência que inclui o primer reverse. Assim, constatou-

se que nenhum doente é portador da deleção rs71790269.  
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Figura 4.4 Representação esquemática das localizações das sequências nucleotídicas correspondentes às bandas 2 (fundo 
azul) e 3 (fundo lilás). Negrito e sublinhado - primer reverse (asterisco na Tabela 3.3), fundo vermelho - mismatch no 
primer reverse e retângulos pretos - locais de reconhecimento pela MvaI. Localizações genéticas realizadas através do 
BLAT. A sequência do gene TSPAN9 foi obtida na base de dados NCBI. 

 

 

 

4.1.2. Confirmação das variações de sequência por PCR-RFLP  

 

A Figura 4.5 representa exemplos demonstrativos dos resultados da confirmação dos 

genótipos obtidos para as variações de sequência rs6312, rs1805055, rs6313, rs6314 e rs3125, por 

PCR-RFLP. De acordo com o padrão de restrição obtido para o rs6312 verifica-se que o genótipo das 

amostras 2 e 4 é wild type (AA), sendo o das restantes (3, 5 e 6) heterozigótico (AG) (Figura 4.5A). No 

caso do rs1805055, os doentes 2 e 4 são portadores do genótipo wild type (CC) e o 3 do heterozigótico 

(CA) (Figura 4.5B). A digestão enzimática para o rs6313 revelou que o doente 3 possui o genótipo 

wild type (CC) e os restantes (2 e 4) são heterozigóticos (CT) (Figura 4.5C). Para o rs6314, os indivíduos 

2 e 3 são heterozigóticos (CT), 4 e 5 são portadores do genótipo variante (TT) e os restantes (6 e 7) 

do wild type (CC) (Figura 4.5D). Finalmente, para o rs3125 verifica-se que o genótipo da amostra 2 é 

variante (CC), da 3 e 5 heterozigótico (GC) e das restantes (4, 6, 7 e 8) wild type (GG) (Figura 4.5E).  
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Figura 4.5 Representação 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) Cfr13I, (B) MvaI, (C) MspI, (D) Mva1269I e (E) HpyCH4III 
para a genotipagem das variações de sequência rs6312, rs1805055, rs6313, rs6314 e rs3125, respetivamente. Linhas de 
migração - A: 1 e 9 marcador de peso molecular pUC Mix Marker 8, 2 e 4 genótipo wild type AA, 3, 5 e 6 genótipo 
heterozigótico AG, 7 controlo positivo e 8 controlo não digerido; B: 1 e 7 marcador de peso molecular pUC Mix Marker 
8, 2 e 4 genótipo wild type CC, 3 genótipo heterozigótico CA, 5 controlo positivo e 6 controlo não digerido; C: 1 e 7 
marcador de peso molecular pUC19 DNA/MspI (HpaII) Marker 23, 2 e 4 genótipo heterozigótico CT, 3 genótipo wild type 
CC, 5 controlo positivo e 6 controlo não digerido; D: 1 e 10 marcador de peso molecular MassRulerTM DNA Ladder Mix, 2 
e 3 genótipo heterozigótico CT, 4 e 5 genótipo variante TT, 6 e 7 genótipo wild type CC, 8 controlo positivo e 9 controlo 
não digerido; E: 1 e 10 marcadores de peso molecular pUC Mix 8 e ФX174/HinfI 10, 2 genótipo variante CC, 3, 5 genótipo 
heterozigótico GC, 4, 6, 7, e 8 genótipo wild type GG, 9 controlo positivo e 10 controlo não digerido. 

 

 

 

4.2. Correlação genótipo - fenótipo 

 

4.2.1. Caracterização clínica dos doentes com diagnóstico provável de 

Degenerescência Lobar Frontotemporal 

 

Os processos dos doentes com diagnóstico provável de DLFT foram consultados e a 

informação relativa à variante clínica (VcDFT, APNF, DCB e DS), idade de início dos sintomas e história 

familiar foi analisada, estando os respetivos resultados discriminados na Tabela 4.2.  
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Dos 70 doentes analisados, 60 (34 mulheres e 26 homens) apresentaram diagnóstico provável 

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 indivíduos iniciaram a manifestação dos sintomas numa idade 

inferior aos 65 anos e 23 doentes após essa idade (Tabela 4.2). Dos 70 doentes avaliados, 28 

apresentaram história familiar positiva e 40 negativa (Tabela 4.2). 

As informações relativas à manifestação das características clínicas de depressão e 

agressividade, bem como os resultados obtidos no MMSE, de acordo com a presença (1) ou ausência 

(0) de défice cognitivo, e CDR, associado a um critério de inclusão a pontuação mínima de 0,5 na 

escala de classificação global, estão descritas na Tabela 4.3. 

 

 

Tabela 4.2 Distribuição do número de doentes por género, idades mínima, máxima, média, 
desvio-padrão, idade de início dos sintomas e história familiar de acordo com a variante clínica. 

Diagnóstico n F/M 
Mínimo-máximo 

(anos) 
Média 
(anos) 

± DP 
EOD/LOD 

(anos) 
História familiar 

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 Demência Frontotemporal, APNF - Afasia 
Progressiva Não Fluente, DCB - Degenerescência Corticobasal, DS - Demência Semântica, n - 
número de indivíduos, F - feminino, M - masculino, DP - desvio-padrão, EOD - doença de início 
precoce, LOD - doença de início tardio, P - positiva e N - negativa. 

Tabela 4.3 Distribuição do número de doentes pelas características de 
diagnóstico de depressão, agressividade, MMSE (0 para ausência; 1 para 
presença, de défice cognitivo) e CDR de acordo com a variante clínica. 

Diagnóstico 
Depressão 

P/N 
Agressividade 

P/N 
MMSE 

0/1 
CDR 

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 Demência 
Frontotemporal, APNF - Afasia Progressiva Não Fluente, DCB - 
Degenerescência Corticobasal, DS - Demência Semântica, P - positiva, N 
- negativa, MMSE - Mini Mental State Examination e CDR - Clinical 
Dementia Rating. 
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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 indivíduos apresentaram 

défice cognitivo, estando ausente nos restantes 24 (Tabela 4.3). As pontuações de CDR 

correspondentes a 0,5, 1, 2 e 3 foram obtidas em 5, 36, 14 e 15 doentes respetivamente (Tabela 4.3). 

 A caracterização clínica dos 70 doentes com diagnóstico provável de DLFT revelou que a 

maioria apresenta a vcDFT (n=60), sendo reduzido o número de indivíduos com as restantes variantes 

(Tabela 4.2). Por conseguinte, na análise de correlação genótipo - fenótipo foi apenas incluído o 

grupo com diagnóstico provável de vcDFT. 

 

4.2.2. Genotipagem das variações de sequência 

 

Das variações de sequência identificadas nos doentes com vcDFT foram selecionadas para o 

estudo de correlação genótipo-fenótipo as que podem resultar na alteração da expressão do gene 

HTR2A, localizadas no promotor (rs6315 em ambas as isoformas) e nas regiões não traduzidas 

(rs6312, rs6310, rs7996679 e rs36212789 na NM_000621.4; rs58145637 e rs3125 em ambas as 

isoformas), ou na sequência da proteína (rs6312 na NM_001165947.2, rs1805055 na NM_000621.4 

e rs6314 em ambas), bem como a alteração silenciosa rs6313 devido ao seu suposto envolvimento 

em várias doenças humanas (Norton & Owen, 2005). Foram adicionados o rs6311 e rs6316 devido à 

localização no promotor. Na Tabela 4.4 apresentam-se os resultados de genotipagem para as 

referidas variações de sequência.
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Tabela 4.4 Resultados de genotipagem das variações de sequência definidas nos doentes com diagnóstico provável de vcDFT e controlos pelas 
isoformas do gene HTR2A e respetivas frequências genotípicas e alélicas. 

RefSNP (rs#) NM_000621.4 NM_001165947.2 
VcDFT (n=60)  Controlos (n=92) 

WW WV VV W V WW WV VV W V 

rs6311 c.-998G>A c.-510G>A 0,32 0,46 0,22 0,55 0,45  0,25 0,51 0,24 0,51 0,49 
rs6315 c.-833A>G c.-345A>G 0,97 0,03 0,00 0,98 0,02  0,91 0,09 0,00 0,96 0,04 
rs6316 c.-743A>G c.-255A>G 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00  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 0,94 0,06  0,85 0,14 0,01 0,92 0,08 
rs6310 c.-311A>G c.160+457A>G 0,88 0,12 0,00 0,94 0,06  0,85 0,14 0,01 0,92 0,08 

rs7996679 c.-252G>T c.160+516G>T 0,98 0,02 0,00 0,99 0,01  1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 
rs36212789 c.-251G>C c.160+517G>C 0,98 0,02 0,00 0,99 0,01  1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 
rs1805055 c.74C>A, p.Thr25Asn c.160+841C>A 0,98 0,02 0,00 0,99 0,01  0,97 0,03 0,00 0,98 0,02 

rs6313 c.102C>T, p.Ser34= c.160+869C>T 0,32 0,46 0,22 0,55 0,45  0,25 0,50 0,25 0,50 0,50 
rs6314 c.1354C>T, p.His452Tyr c.1102C>T, p.His368Tyr 0,85 0,13 0,02 0,92 0,08  0,87 0,13 0,00 0,93 0,07 

rs58145637 c.*69_*70insA c.*69_*70insA 0,00 1,00 0,00 0,50 0,50  0,00 1,00 0,00 0,50 0,50 
rs3125 c.*121G>C c.*121G>C 0,70 0,25 0,05 0,83 0,18  0,62 0,36 0,02 0,80 0,20 

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Demência Frontotemporal, n - número de indivíduos, W - alelo wild type e V - alelo variante. 



Análise do gene HTR2A na Degenerescência Lobar Frontotemporal 

 
56 

Em ambos os grupos, a variação de sequência rs6316 foi identificada somente em 

homozigotia wild type e a rs58145637 em heterozigotia (Tabela 4.4). Nos doentes, as alterações 

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 três 

genótipos possíveis (Tabela 4.4). Nos controlos, as alterações genéticas rs7996679, rs36212789 

foram identificados em homozigotia wild type, rs6315, rs1805055 e rs6314 em em homozigotia wild 

type e heterozigotia e as rs6311, rs6312, rs6310, rs6313 e rs3125 nos três genótipos possíveis (Tabela 

4.4). A Figura 4.6 representa o eletroferograma obtido na otimização da reação de 

minissequenciação (SNaPshot) utilizando uma mistura de amostras com genótipos heterozigóticos 

para todas as alterações genéticas. Uma vez que a heterozigotia (CA) para o rs1805055 foi 

identificada através de dois picos quase sobrepostos (Figura 4.6), tornando a genotipagem dúbia, os 

genótipos foram confirmados através do método PCR-RFLP, conforme descrito na Secção 3.2.1.3.. 

 

 

 

 
Figura 4.6 Eletroferograma correspondente à otimização da reação de minissequenciação utilizando uma mistura de 
amostras com genótipos heterozigóticos para as variações de sequência 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 nucleótidos: A- verde, T - vermelho, C - preto e G - azul. 
 

 

 

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

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

(AA) (Figura 4.7). 

 

 

 

 
Figura 4.7 Representação em fotografia do eletroferograma obtido em gel de Seakem LE agarose a 3% pela digestão com 
a MspI para a genotipagem da variação de sequência rs6311. Linhas de migração - 1 e 10 marcadores de peso molecular 
ФX174/HinfI 10 e pUC Mix 8, 2 e 3 genótipo heterozigótico GA, 4 genótipo wild type GG, 5 genótipo variante AA, 6 controlo 
positivo e 7 controlo não digerido. 

 

 

 

4.2.3. Análise estatística de dados genéticos 

 

As variações de sequência identificadas nos doentes com diagnóstico provável de vcDFT 

foram correlacionadas com as características clínicas respetivas. Não foram identificados valores 

estatisticamente significativos nas comparações das frequências genotípicas e alélicas entre os 

subgrupos de género (feminino versus masculino), idade de início (ponto de corte 65 anos), 

depressão (positiva versus negativa), agressividade (positiva versus negativa), história familiar 

(positiva versus negativa), MMSE (presença versus ausência 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 

variações de sequência mais relevantes. Todas as amostragens estavam em EHW. 

As variações de sequência genotipadas foram comparadas entre os grupos de doentes com 

vcDFT e controlo, incluindo os respetivos subgrupos de género (mulheres doentes versus mulheres 

saudáveis; homens doentes versus homens saudáveis) 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 variações de sequência mais relevantes. Todas as amostragens estavam 

em EHW. 
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  Tabela 4.5 Resultados da correlação entre os subgrupos de género, idade de início, história familiar, depressão, agressividade, MMSE (Mini Mental State Examination: ausência (0) ou presença (1) de 
défice cognitivo) e CDR (Clinical Dementia Rating) dos doentes com diagnóstico provável de vcDFT (n=58) para as variações de sequência rs6311, rs6313 e rs2296973. 

RefSNP 

VcFTD (n) 

rs6311/rs6313 Valor de p 

(genótipos) 

rs6311/rs6313 
Valor de p (alelos) 

rs2296973 Valor de p 

(genótipos) 

rs2296973 
Valor de p (alelos) 

WW WV VV W V WW WV VV W V 

Género: 

Feminino (34) 

 

0,29 

 

0,47 

 

0,24 
 

0,739 

 

0,53 

 

0,47 
 

0,453 

 

0,53 

 

0,41 

 

0,06 
 

0,916 

 

0,74 

 

0,26 
 

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 início:  

Precoce (35) 

 

0,29 

 

0,48 

 

0,23 
 

0,687 

 

0,53 

 

0,47 
 

0,447 

 

0,54 

 

0,40 

 

0,06 
 

0,908 

 

0,74 

 

0,26 
 

0,831 
Tardia (23) 0,39 0,44 0,17 0,61 0,39 0,52 0,39 0,09 0,72 0,28 

História familiar: 

Positiva (20) 

 

0,30 

 

0,45 

 

0,25 
 

0,881 

 

0,52 

 

0,48 
 

0,844 

 

0,55 

 

0,45 

 

0,00 
 

0,408 

 

0,78 

 

0,22 
 

0,654 
Negativa (36) 0,31 0,50 0,19 0,56 0,44 0,53 0,39 0,08 0,72 0,28 

Depressão: 

Positiva (21) 

 

0,38 

 

0,48 

 

0,14 
 

0,415 

 

0,62 

 

0,38 
 

0,299 

 

0,57 

 

0,38 

 

0,05 
 

0,907 

 

0,76 

 

0,24 
 

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 
 

0,528 

 

0,56 

 

0,44 
 

1,000 

 

0,56 

 

0,44 

 

0,00 
 

0,106 

 

0,78 

 

0,22 
 

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) 

 

0,41 

 

0,41 

 

0,18 
 

0,586 

 

0,61 

 

0,39 
 

0,442 

 

0,59 

 

0,32 

 

0,09 
 

0,604 

 

0,75 

 

0,25 
 

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  

0,5+1 vs 2+3: 0,770 

0,5+1+2 vs 3: 0,857 

 

0,50 

 

0,50  

0,5+1 vs 2+3: 1,000 

0,5+1+2 vs 3: 0,806 

 

0,80 

 

0,00 

 

0,20  

0,5+1 vs 2+3: 0,276 

0,5+1+2 vs 3: 0,636 

 

0,80 

 

0,20  

0,5+1 vs 2+3: 0,523 

0,5+1+2 vs 3: 0,408 

1 (30) 0,33 0,47 0,20 0,57 0,43 0,56 0,37 0,07 0,75 0,25 

2 (13) 0,23 0,62 0,15 0,54 0,46 0,46 0,54 0,00 0,73 0,27 

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 Demência Frontotemporal, n - número de indivíduos, W – alelo wild type, V - alelo variante e vs - versus. 
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Tabela 4.6 Resultados da correlaçãoentre os subgrupos de género, idade de início, história familiar, depressão, agressividade, MMSE (Mini Mental State Examination: ausência (0) ou presença (1) de 
défice cognitivo) e CDR (Clinical Dementia Rating) dos doentes com diagnóstico provável de vcDFT (n=58) para as variações de sequência rs6314 e rs3125. 

RefSNP 

VcDFT (n) 

rs6314 
Valor de p (genótipos) 

rs6314 
Valor de p (alelos) 

rs3125 
Valor de p (genótipos) 

rs3125 
Valor de p (alelos) 

WW WV VV W V WW WV VV W V 

Género: 

Feminino (34) 

 

0,85 

 

0,15 

 

0,00 
 

0,479 

 

0,93 

 

0,07 
 

0,739 

 

0,79 

 

0,18 

 

0,03 
 

0,359 

 

0,88 

 

0,12 
 

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 início:  

Precoce (35) 

 

0,88 

 

0,09 

 

0,03 
 

0,276 

 

0,93 

 

0,07 
 

0,515 

 

0,77 

 

0,20 

 

0,03 
 

0,610 

 

0,87 

 

0,13 
 

0,433 
Tardia (23) 0,78 0,22 0,00 0,89 0,11 0,65 0,31 0,04 0,80 0,20 

História familiar: 

Positiva (20) 

 

0,95 

 

0,05 

 

0,00 
 

0,322 

 

0,98 

 

0,02 
 

0,154 

 

0,65 

 

0,25 

 

0,10 
 

0,151 

 

0,78 

 

0,22 
 

0,187 
Negativa (36) 0,80 0,17 0,03 0,89 0,11 0,75 0,25 0,00 0,88 0,12 

Depressão: 

Positiva (21) 

 

0,81 

 

0,19 

 

0,00 
 

0,638 

 

0,90 

 

0,10 
 

1,000 

 

0,81 

 

0,19 

 

0,00 
 

0,315 

 

0,90 

 

0,10 
 

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 
 

0,068 

 

0,85 

 

0,15 
 

0,187 

 

0,69 

 

0,22 

 

0,09 
 

0,258 

 

0,80 

 

0,20 
 

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 
 

0,135 

 

0,93 

 

0,07 
 

0,740 

 

0,68 

 

0,32 

 

0,00 
 

0,337 

 

0,84 

 

0,16 
 

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  

0,5+1 vs 2+3: 0,276 

0,5+1+2 vs 3: 0,245 

 

0,80 

 

0,20  

0,5+1 vs 2+3: 0,515 

0,5+1+2 vs 3: 0,373 

 

0,80 

 

0,20 

 

0,00  

0,5+1 vs 2+3: 0,275 

0,5+1+2 vs 3: 0,085 

 

0,90 

 

0,10  

0,5+1 vs 2+3: 0,305 

0,5+1+2 vs 3: 0,735 

1 (30) 0,90 0,10 0,00 0,95 0,05 0,63 0,34 0,03 0,80 0,20 

2 (13) 0,85 0,15 0,00 0,92 0,08 0,77 0,23 0,00 0,88 0,12 

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 Demência Frontotemporal, n - número de indivíduos, W – alelo wild type, V - alelo variante e vs - versus. 
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Tabela 4.7 Resultados da correlação entre os doentes com diagnóstico provável de vcDFT (D) e os controlos (Ct) para as variações de sequência rs6311 e rs6313. 

RefSNP 

Grupos (n) 

rs6311 
Valor de p (genótipos) 

rs6311 
Valor de p (alelos) 

rs6313 
Valor de p (genótipos) 

rs6313 
Valor de p (alelos) 

WW WV VV W V WW WV VV W V 

Totais: 

D (58) 

 

0,33 

 

0,46 

 

0,21 
 

0,584 

 

0,56 

 

0,44 
 

0,406 

 

0,33 

 

0,46 

 

0,21 
 

0,567 

 

0,56 

 

0,44 
 

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 
 

0,664 

 

0,53 

 

0,47 
 

0,761 

 

0,29 

 

0,47 

 

0,24 
 

0,664 

 

0,53 

 

0,47 
 

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 
 

0,626 

 

0,60 

 

0,40 
 

0,446 

 

0,37 

 

0,46 

 

0,17 
 

0,495 

 

0,60 

 

0,40 
 

0,342 
Ct (33) 0,30 0,42 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 
 

0,767 

 

0,53 

 

0,47 
 

0,647 

 

0,29 

 

0,48 

 

0,23 
 

0,746 

 

0,53 

 

0,47 
 

0,541 
Ct (55) 0,22 0,53 0,25 0,48 0,52 0,22 0,51 0,27 0,47 0,53 

≥65 anos: 

LOD (23) 

 

0,39 

 

0,44 

 

0,17 
 

0,747 

 

0,61 

 

0,39 
 

0,570 

 

0,39 

 

0,44 

 

0,17 
 

0,747 

 

0,61 

 

0,39 
 

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 - número de indivíduos, EOD - doença de início precoce, LOD - doença de início tardio, W - alelo wild type e V - alelo variante. 
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Tabela 4.8 Resultados da correlação entre os doentes com diagnóstico provável de vcDFT (D) e controlos (Ct) para as variações de sequência rs6314 e rs3125. 

RefSNP 

Grupos (n) 

rs6314 
Valor de p (genótipos) 

rs6314 
Valor de p (alelos) 

rs3125 
Valor de p (genótipos) 

rs3125 
Valor de p (alelos) 

WW WV VV W V WW WV VV W V 

Totais: 

D (58) 

 

0,84 

 

0,14 

 

0,02 
 

0,443 

 

0,91 

 

0,09 
 

0,504 

 

0,72 

 

0,24 

 

0,04 
 

0,306 

 

0,84 

 

0,16 
 

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 
 

0,753 

 

0,93 

 

0,07 
 

0,761 

 

0,79 

 

0,18 

 

0,03 
 

0,047*a 

 

0,88 

 

0,12 
 

0,037*b 
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 
 

0,485 

 

0,90 

 

0,10 
 

0,740 

 

0,63 

 

0,33 

 

0,04 
 

0,344 

 

0,79 

 

0,21 
 

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 
 

0,385 

 

0,93 

 

0,07 
 

1,000 

 

0,77 

 

0,20 

 

0,03 
 

0,071 

 

0,87 

 

0,13 
 

0,084 
Ct (55) 0,87 0,13 0,00 0,94 0,06 0,54 0,44 0,02 0,76 0,24 

≥65 anos: 

LOD (23) 

 

0,78 

 

0,22 

 

0,00 
 

0,485 

 

0,89 

 

0,11 
 

0,504 

 

0,65 

 

0,31 

 

0,04 
 

0,804 

 

0,80 

 

0,20 
 

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 - número de indivíduos, EOD - doença de início precoce, LOD - doença de início tardio, W - alelo wild type e V - alelo variante. 

* Valores estatisticamente significativos (p<0,05).  
a A Odds ratio (OR) entre as mulheres com vcDFT e as mulheres saudáveis para os genótipos GG e GC é de 3,516 (1,258 - 9,828) e para os genótipos GG e CC de 1,688 (0,1449 - 

19,66). 
b A OR entre as mulheres com vcDFT e as mulheres saudáveis para os alelos G e C corresponde a 2,444 (1,046 - 5,710). 
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 Foram identificadas diferenças estatisticamente significativas nas comparações das 

frequências genotípicas e alélicas correspondentes à variação de sequência rs3125 para as mulheres 

com diagnóstico provável de vcDFT versus mulheres saudáveis (p=0,047 e 0,037 respetivamente, 

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

 

 

 

 

 

Figura 4.8 Representação gráfica das frequências genotípicas (A e B) e alélicas (C e D) referentes à variação de sequência 
rs3125 nos subgrupos de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT (A e C) e mulheres saudáveis (B e D). 

 

 

 

Os resultados obtidos indicam que as mulheres com diagnóstico provável de vcDFT possuem 

frequências do genótipo GG (0,79) e do alelo G (0,88) significativamente superiores, 

comparativamente às mulheres saudáveis (0,54 e 0,75 respetivamente) (Figura 4.8). Por outro lado, 

nas mulheres saudáveis as frequências do genótipo GC (0,43) e do alelo C (0,25) são superiores, 

relativamente às doentes (0,18 e 0,12 respetivamente) (Figura 4.8).  
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4.3. Estudo de genómica funcional da variação de sequência rs3125 

 

4.3.1. Determinação da concentração, qualidade e integridade do RNA  

 

A qualidade e a integridade do RNA extraído das plaquetas e das PBMCs de cada indivíduo 

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

demonstrativo dos resultados obtidos para um indivíduo. 

 

 

 

Figura 4.9 Representação da atribuição das categorias de integridade e respetivos eletroferogramas correspondentes ao 
RNA extraído a partir de (A) plaquetas e (B) PBMCs de um indivíduo. FU - unidades de fluorescência e s - segundos. 

 

 

 

Não foram identificados os picos correspondentes à fluorescência dos fragmentos de RNA 

ribossomal (RNAr) 18S e 28S no RNA das plaquetas, bem como das respetivas bandas no 

eletroferograma (Figura 4.9A). Os resultados são coerentes com a quantidade reduzida de moléculas 

de RNA que foram extraídas. A avaliação 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. Verificação da presença de DNA genómico 

 

A presença de DNAg no cDNA sintetizado a partir do RNA extraído das plaquetas e das PBMCS 

foi averiguada por PCR utilizando um primer intrónico. A presença de DNAg foi identificada apenas 

no cDNA correspondente ao RNA extraído das PBMCs, uma vez que, conforme exemplificado na 

Figura 4.10B, ocorreram amplificações nas amostras de cDNA e RT- (B: 2 e 3). O referido resultado 

não foi devido a contaminações provenientes da manipulação, pois não foram identificadas 

amplificações nos controlos negativos (B: 4 e 7, Figura 4.10B). Por conseguinte, as amostras foram 

tratadas com DNAse. A análise do Agilent 2100 Bioanalyzer indicou que o RNA tratado permaneceu 

com a qualidade e a integridade desejável, sendo semelhante ao da Figura 4.9B. O resultado da 

determinação da presença 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 Representação em fotografia dos eletroforetogramas obtidos em gel de Seakem LE agarose a 1% para a 
identificação da presença de DNAg no cDNA sintetizado a partir do RNA extraído das (A) plaquetas e (B) PBMCs. Linhas 
de migração no gel A e B - 1 marcador de peso molecular Mass Ruler DNA Ladder Mix, 2 cDNA, 3 RT-, 4 controlo negativo 
da reação de síntese de cDNA, 5 e 6 controlos positivos da PCR e 7 controlo negativo da PCR. 

 

 

 

4.3.3. Identificação das isoformas do gene HTR2A no DNA complementar 

 

As duas isoformas do gene HTR2A foram identificadas por sequenciação em todas as amostras 

de cDNA sintetizado a partir do RNA das plaquetas, conforme exemplificado na Figura 4.11. Não foi 

identificada qualquer isoforma nas amostras de cDNA sintetizado a partir do RNA extraído das PBMCs 

de mulheres doentes e saudáveis. 



Análise do gene HTR2A na Degenerescência Lobar Frontotemporal 
 

 

65 

Figura 4.11 Representação de uma região 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 à análise da variação de sequência rs3125 em cada isoforma 

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

 

 

 

 

 

 

Nas mulheres doentes e saudáveis, portadoras do genótipo wild type (GG: 1 - 4 e 7 - 12 

respetivamente), foi identificada expressão monoalélica G em ambas as isoformas (Tabela 4.9). Das 

mulheres doentes heterozigóticas (GC: 5 e 6), somente a 5 demonstrou expressão 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 expressão monoalélica em ambas as isoformas: C na 

NM_000621.4 e G na NM_001165947.2 (Tabela 4.9). Todas as mulheres saudáveis heterozigóticas 

(GC: 13 - 16) expressaram ambos os alelos no transcrito NM_000621.4 (Tabela 4.9). No entanto, na 

isoforma NM_001165947.2, a expressão bialélica foi mantida apenas em 50% (15 e 16), dado que 

nas restantes mulheres foi identificado somente o alelo G (Tabela 4.9). 

  

Tabela 4.9 Análise da variação de sequência rs3125 no DNA genómico (DNAg) e nas isoformas do gene HTR2A 
nas plaquetas de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT (1 até 6) e saudáveis (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 GC GG 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 
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4.3.4.  Seleção dos genes de referência 

 

Na Figura 4.12 está representada a estabilidade média atribuída pelo programa geNorm a 

cada gene de referência testado no cDNA das plaquetas. Os genes de referência HPRT1 e 18S foram 

utilizados para a normalização da quantificação dos transcritos do gene HTR2A, conforme sugerido 

pelo geNorm (Figura 4.12). 

 

 

 

 
Figura 4.12 Estabilidade média da expressão dos genes endógenos testados no cDNA das plaquetas atribuída pelo 
programa geNorm. 

 

 

 

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

 

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

A expressão relativa da isoforma NM_000621.4 do gene HTR2A, em plaquetas, nos grupos 

totais de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis, bem como de acordo com a 

respetiva expressão alélica da variação de sequência rs3125 (Tabela 4.9), estão representadas na 

Figura 4.13. 
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Figura 4.13 Representação gráfica da expressão relativa da isoforma NM_000621.4 do gene HTR2A, em plaquetas, nos 
(A) grupos totais de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis e (B) de acordo com a respetiva expressão 
alélica da variação de sequência rs3125. Resultados expressos como a média ± SEM (standard error of the mean). * Valor 
estaticamente significativo: p=0,025. 

 

 

 

A expressão relativa da isoforma NM_000621.4 foi inferior nas mulheres com diagnóstico 

provável de vcDFT comparativamente às saudáveis (Figura 4.13A). Contudo, não foi atingida 

significância estatística (p=0,398). Os níveis de expressão relativa deste transcrito no subgrupo de 

mulheres doentes com expressão monoalélica G para a variação de sequência rs3125 foram 

inferiores ao das mulheres saudáveis G (Figura 4.13B), tendo sido obtido uma diferença 

estatisticamente significativa (p=0,025). Os resultados sugerem que a expressão relativa do transcrito 

NM_000621.4 nas mulheres doentes GC+C é superior comparativamente ao subgrupo de doentes G, 

bem como em relação ao subgrupo de mulheres saudáveis GC (Figura 4.13B). Contudo, devido ao 

reduzido número de amostras, não foi possível efetuar a respetiva análise estatística. Apesar da 

expressão relativa deste transcrito ser inferior nas mulheres saudáveis com expressão monoalélica 

G, comparativamente às do subgrupo GC (Figura 4.13B), não foi atingida significância estatística 

(p=0,915). 

A expressão relativa da isoforma NM_001165947.2 do gene HTR2A, em plaquetas, nos grupos 

totais de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis, bem como de acordo com a 

respetiva expressão alélica da variação de sequência rs3125 (Tabela 4.9), estão representadas na 

Figura 4.14. 

  

* 
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Figura 4.14 Representação gráfica da expressão relativa da isoforma NM_001165947.2 do gene HTR2A, em plaquetas, 
nos (A) grupos totais de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis e (B) de acordo com a respetiva 
expressão alélica da variação de sequência rs3125. Resultados expressos como a média ± SEM (standard error of the 
mean). 

 

 

 

A expressão relativa nas plaquetas da isoforma NM_001165947.2 nas mulheres com 

diagnóstico provável de vcDFT foi aproximada à das mulheres saudáveis (Figura 4.14A), não sendo 

atingida significância estatística (p=0,871). Foram igualmente observados níveis aproximados de 

expressão relativa deste transcrito nos subgrupos de mulheres doentes e saudáveis com expressão 

monoalélica G para a variação de sequência rs3125 (Figura 4.14B, p=0,631). Os resultados sugerem 

que os níveis da isoforma NM_001165947.2 nas mulheres saudáveis que expressam os dois alelos 

(GC) são superiores, comparativamente às que pertencem ao subgrupo com expressão monoalélica 

G (Figura 4.14B). Contudo, o reduzido número de amostras impossibilitou a análise estatística. 

A expressão relativa do transcrito NM_000621.4, comparativamente ao NM_001165947.2, 

nas mulheres doentes foi de 7,9 vezes superior, enquanto nas mulheres saudáveis o valor foi de 4,4. 

Por sua vez, nos subgrupos com expressão monoalélica G para a variação de sequência rs3125, os 

valores obtidos foram de 5,9 e 4,7 respetivamente. 

A expressão relativa das duas isoformas do gene HTR2A, em plaquetas, determinadas num 

único ensaio nos grupos totais de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e nas saudáveis, bem 

como de acordo com os genótipos para o rs3125 (Tabela 4.9), estão representadas na Figura 4.15.  
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Figura 4.15 Representação gráfica da expressão relativa das duas isoformas do gene HTR2A, em plaquetas, nos (A) grupos 
totais de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis e (B) de acordo com os respetivos genótipos para a 
variação de sequência rs3125. Resultados expressos como a média ± SEM (standard error of the mean). 

 

 

 

Não foram identificadas diferenças estatisticamente significativas na expressão relativa das 

duas isoformas entre os grupos totais de mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis 

(p=0,786). Embora a expressão relativa das duas isoformas nas mulheres doentes portadoras do 

genótipo GG seja inferior, comparativamente às mulheres saudáveis GG (Figura 4.15B), não foi 

atingida significância estatística (p=0,456). A expressão relativa no subgrupo de mulheres doentes 

GC é superior comparativamente ao subgrupo de doentes GG, bem como em relação ao subgrupo 

de mulheres saudáveis heterozigóticas (GC) (Figura 4.15B). Contudo, o reduzido número de amostras 

impossibilitou a respetiva análise estatística. Apesar da expressão relativa das duas isoformas ser 

inferior nas mulheres saudáveis GG, comparativamente às do subgrupo GC (Figura 4.15B), não foi 

atingida significância estatística (0,456). 

A presença das isoformas do gene HTR2A no cDNA sintetizado a partir do RNA extraído das 

PBMCs foi igualmente averiguada por qRT-PCR. Na Tabela 4.10 estão representados os valores de CT 

obtidos na quantificação dos transcritos do gene HTR2A e de dois genes endógenos, HPRT1 e 18S, 

numa mulher com diagnóstico provável de vcDFT e uma saudável.  
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Os resultados sugerem uma amplificação adequada dos genes endógenos HPRT1 e 18S e a 

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

 

Tabela 4.10 Análise da expressão nas PBMCs das isoformas do gene HTR2A e de dois genes endógenos (HPRT1 
e 18S) numa mulher com diagnóstico provável de vcDFT e uma saudável (Ct). 

Amostra 
NM_000621.4 

(CT) 
NM_001165947.2 

(CT) 
NM_000621.4 + NM_001165947.2 

(CT) 
HPRT1 

(CT) 
18S 
(CT) 

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

Abreviaturas: VcDFT - variante comportamental da Demência Frontotemporal e CT - threshold cycle. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Discussão 
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5.1. Análise do gene HTR2A em doentes com diagnóstico provável de Degenerescência Lobar 

Frontotemporal e correlação genótipo - fenótipo 

 

Apesar dos avanços significativos na compreensão da DLFT, desconhecem-se as mutações 

envolvidas em 30% dos doentes que manifestam uma história familiar positiva e a maioria dos casos 

esporádicos permanecem inexplicados (See et al., 2010; Schlachetzki, 2011). Adicionalmente, até ao 

momento, os mecanismos subjacentes à doença ainda não estão completamente compreendidos e 

são inexistentes tratamentos eficazes (Schlachetzki, 2011). Deste modo, a identificação de genes 

adicionais envolvidos na DLFT poderá contribuir para a compreensão dos mecanismos subjacentes à 

doença e para o desenvolvimento de aplicações terapêuticas e de diagnóstico. As variações de 

sequência identificadas no gene HTR2A (Tabela 4.1) não aparentam constituir uma causa primária 

para a etiologia da DLFT. A amplificação de uma região no intrão do gene TSPAN9 no doente que 

aparentava ser portador da deleção rs71790269 em heterozigotia pode ser devida a variações de 

sequência que favoreceram a hibridização inespecífica do primer, porém ausentes nos restantes 

doentes. Esta situação evidencia claramente a necessidade de, sempre que possível, confirmar os 

resultados com o intuito de garantir a sua precisão e rigor, evitando ambiguidades científicas. 

Contudo, a DLFT é uma patologia complexa e multifatorial, na qual vários genes estão envolvidos na 

suscetibilidade para a doença, sendo, por conseguinte, improvável que uma única mutação num gene 

cause a patologia. A hipótese de “doença comum - variante comum” sustenta que doenças 

complexas comuns são em grande parte devidas a variantes genéticas também comuns, com 

frequências relativamente elevadas na população, sendo o efeito predisponente de cada uma 

pequeno a modesto (Lander, 1996; Cargill et al., 1999; Chakravarti, 1999). O conjunto das variações 

genéticas aumentam significativamente o risco para a doença mas, não são, na realidade, 

propriamente necessárias ou suficientes para a causar (van der Flier & Scheltens, 2005). Pelo 

contrário, estes genes de risco exibem padrões intrincados de interação uns com os outros e com 

variáveis não genéticas que modificam o risco para sofrer a doença (van der Flier & Scheltens, 2005). 

O estudo realizado por Yang et al. (2005) verificou que são necessários aproximadamente 20 genes 

de suscetibilidade para explicar 50% de uma doença complexa comum na população, se os genótipos 

predisponentes forem comuns. Até ao momento, não há evidência empírica suficiente para provar 

ou não a referida hipótese. Contudo, alguns exemplos de tais variações comuns são conhecidas, 

como é o caso dos polimorfismos c.*276C>T e c.894T>G, nos genes NOS1 e NOS3 respetivamente, 
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constituírem 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 variações de sequência 

identificadas no gene HTR2A desempenham um papel na suscetibilidade para a DLFT, as distribuições 

genotípicas tinham de ser comparadas considerando as subdivisões de género, idade de início, 

presença ou ausência de história familiar, depressão e agressividade, MMSE e CDR. Além disso, 

sabendo que a frequência das variações de sequência pode variar bastante entre as populações 

(Jorde, 2001; Sanders-Bush et al., 2003), as distribuições genotípicas tinham igualmente de ser 

analisadas num grupo constituído por indivíduos saudáveis [ajustados relativamente ao género, 

idade e etnia, recrutados na mesma região geográfica e não relacionados (Risch, 2000; Bird et al., 

2001; Correia, 2008)] e comparadas com as distribuições genotípicas e alélicas determinadas no 

grupo de doentes com DLFT, considerando o número total de amostras analisadas e as subdivisões 

de género e idade. Diferenças estatisticamente significativas nas frequências entre os subgrupos 

comparados sugerem o envolvimento do marcador na suscetibilidade para a doença (Risch, 2000; 

Lewis & Knight, 2012). No estudo de correlação genótipo - fenótipo do presente trabalho, foram 

selecionadas as variações de sequência missense rs6312, rs1805055 e rs6314. De facto, de todas as 

variações de sequência identificadas em genes associadas com doenças, as missense/nonsense 

(58,9%) são três a seis vezes mais frequentes do que as deleções (21,8%) e as de splicing (9,8%) 

respetivamente (Pasternak, 2005). Adicionalmente, no caso dos GPCRs, tal como o 5-HTR2A, as 

variações de sequência que alteram o aminoácido codificado podem ter uma consequência deletéria 

no folding da proteína, produzindo uma conformação instável que é retida no retículo 

endoplasmático, podem modificar as interações entre recetor - ligando e, quando localizadas nos 

domínios intracelulares, alterar a cinética de interação entre recetor - proteína G ou a fosforilação 

(Sanders-Bush et al., 2003). Cada uma destas situações resultaria na diminuição do sinal downstream, 

conduzindo à alteração, provavelmente inapropriada, da resposta celular ao estímulo (Sanders-Bush 

et al., 2003). A variação de sequência rs6312 resulta na substituição do aminoácido asparagina pelo 

aspartato na posição 49 (p.Asn49Asp) na proteína NP_001159419. A asparagina possui um grupo 

amino em substituição de um dos átomos 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 substituição do aminoácido treonina por asparagina (p.Thr25Asn), 

ambos polares, no terminal amínico da proteína NP_000612 (Betts & Russell, 2003). A rs6314, 

igualmente descrita por Erdmann et al. (1996), resulta em diferenças de cargas, uma vez que uma 
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histidina básica é substituída por uma tirosina neutra, e na possibilidade de fosforilação pelas 

proteínas cinases, tornando exequível a ocorrência de alterações na estrutura secundária do recetor 

(Betts & Russell, 2003). As variações de sequência 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 correlação genótipo - fenótipo, pois podem influenciar a expressão do recetor, de 

acordo com estudos previamente publicados (Rana et al., 2001; Sanders-Bush et al., 2003). De facto, 

os níveis de expressão dos GPCRs são importantes na determinação da magnitude e sensibilidade da 

resposta a agonistas (Rana et al., 2001; Sanders-Bush et al., 2003). Além disso, variações genéticas 

no promotor e nas regiões não traduzidas estão associadas ou conferem suscetibilidade para várias 

doenças humanas (Rana et al., 2001; Sanders-Bush et al., 2003; Chatterjee et al., 2010; Pal et al., 

2010). Finalmente, a variação de sequência silenciosa rs6313 foi selecionada porque tem sido 

proposto o seu envolvimento em várias 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, 

supõe-se que os codões sinónimos das variações de sequência silenciosas podem promover cinéticas 

de tradução diferentes e, por conseguinte, modificar o folding concomitante com a produção de uma 

proteína com estrutura ou função final diferente (Komar, 2007; Waldman et al., 2011). 

No estudo de correlação genótipo - fenótipo foram identificados valores estatisticamente 

significativos na comparação de frequências genotípicas e alélicas correspondentes à variação de 

sequência rs3125 entre as mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e mulheres saudáveis 

(p=0,047 e 0,037 respetivamente, Tabela 4.8). Uma vez que foi verificada significância estatística 

apenas relativamente ao género feminino, a variação de sequência rs3125 poderá estar relacionada 

com a manifestação da doença em sinergia com outros fatores ainda desconhecidos, que conferem 

maior predisposição para a patologia nas mulheres. Williams et al. (2003) verificaram que os efeitos 

de polimorfismos em genes relacionados com a 5-HT na função serotoninérgica no SNC variam em 

função do género. Por conseguinte, concluíram que o género tem de ser incluído na investigação dos 

efeitos dos referidos polimorfismos. De facto, a associação entre o rs3125 e a vcDFT não teria sido 

identificada no presente estudo se o género não tivesse sido considerado. Vários estudos têm 

determinado dimorfismos sexuais no sistema serotoninérgico que podem contribuir para a 

vulnerabilidade para a vcDFT nas mulheres: a velocidade média de síntese de 5-HT nos homens 
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normais é 52% superior à das mulheres em várias regiões cerebrais (Nishizawa et al., 1997); as 

concentrações do metabolito 5-HIAA no CSF são maiores nas mulheres do que nos homens (Jӧnsson 

et al., 2000; Williams et al., 2003); a atividade da MAO é significativamente superior nas mulheres, 

comparativamente aos homens, em várias regiões cerebrais (Robinson et al., 1977); os potenciais de 

ligação do 5-HTT, um transportador de 5-HT, são menores nas mulheres, em comparação com os 

homens, em várias regiões cerebrais corticais e subcorticais (Jovanovic et al., 2008). Adicionalmente, 

sustenta-se a hipótese da associação de alguns processos patológicos e doenças neurodegenerativas 

com as mulheres ser devida ao declínio nos níveis de estrogénio na menopausa (Diel, 2002; Cutter et 

al., 2003). No cérebro, os estrogénios e o sistema serotoninérgico estão envolvidos na regulação do 

humor e de funções comportamentais, tais como a aprendizagem e a memória (Rubinow et al., 1998; 

Rybaczyk et al., 2005; Birzniece et al., 2006; Hildebrandt et al., 2010). Supõe-se que o declínio de 

estrogénios nas mulheres reduz a disponibilidade de 5-HT na fenda sinática, favorece o efeito 

inibitório do 5-HTR1A e diminui os níveis de RNAm do 5-HTR2A (Rybaczyk et al., 2005; Hildebrandt et 

al., 2010). Há estudos que têm demonstrado que não há alteração nos níveis de estrogénios nos 

homens devido à conversão da testosterona em estrogénio no cérebro (Swerdloff & Wang, 1993; 

Sternbach, 1998; Black et al., 2001), sendo improvável uma alteração acentuada nos níveis de 5-

HTR2A nos homens. As diferenças entre os géneros também se estendem a funções cognitivas. 

Perneczky et al. (2007) verificaram que teriam de ocorrer mais lesões cerebrais nos homens com 

DLFT do que nas mulheres para causar o mesmo grau de défice cognitivo. Segundo estes 

investigadores, os homens têm maior reserva cognitiva e, por conseguinte, o grau de compensação 

das lesões cerebrais é superior, comparativamente às mulheres. A forma como as referidas 

diferenças entre os géneros se combinam para promover vulnerabilidade para a vcDFT nas mulheres 

não é clara, mas a sua consistência é indubitavelmente sugestiva. A variação de sequência rs3125 

localiza-se na 3’UTR que, por sua vez, está envolvida na regulação da expressão (Pesole et al., 2000; 

Mignone et al., 2002; Barrett et al., 2012). Variações de sequência que alteram os elementos 

funcionais da 3’UTR, tais como o sinal de poliadenilação, locais de ligação de microRNAs (miRNAs), 

elementos ricos em AU, podem afetar a expressão do gene e conduzir à produção de proteínas não 

funcionais ou quantidades reduzidas de peptídeos funcionais (Pal et al., 2010; Barrett et al., 2012; 

Matoulkova et al., 2012). De facto, as sequências regulatórios ativas na 3’UTR (elementos cis ou cis - 

acting) são considerados como marcas moleculares reconhecidas pelos elementos trans - acting, tais 

como os miRNAs, para ativarem ou reprimirem a expressão de um gene (Matoulkova et al., 2012). 
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Os miRNAs regulam a expressão ao nível pós - transcricional pela destabilização/degradação do 

RNAm e/ou inibição da tradução (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). Variações genéticas no local de ligação do miRNA podem 

eliminá-lo ou enfraquecê-lo, bem como, gerar um ilegítimo, resultando na alteração dos níveis de 

expressão do gene e influenciando o risco para a doença (Pal et al., 2010; Ziebarth et al., 2012). 

Rademakers et al. (2008) sugeriram que a regulação por miRNAs pode representar um mecanismo 

comum subjacente a doenças neurodegenerativas complexas. Estes investigadores verificaram que 

os doentes homozigóticos TT para o rs5848 (localizado na 3’UTR do gene GRN) têm 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 

inibição da tradução da proteína GRN. Assim, a variação de sequência rs3125 pode promover 

alterações nos níveis de RNAm ou da proteína do 5-HTR2A nas mulheres com diagnóstico provável de 

vcDFT portadoras do genótipo GG por mecanismos ainda desconhecidos envolvendo miRNAs, que, 

juntamente com os efeitos dos dimorfismos sexuais, poderão justificar a associação obtida. Deste 

modo, é revelante quantificar a expressão do gene HTR2A nas mulheres com diagnóstico provável 

de vcDFT comparativamente às mulheres saudáveis, de acordo com os genótipos para o rs3125. 

Os resultados obtidos indicam uma associação entre as variações de sequência rs6312 e 

rs6310 (Tabela 4.4), hipótese sustentada pelo facto das frequências genotípicas e alélicas existentes 

na população 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 variação de sequência 

rs6311 está em desequilíbrio de ligação com a rs6313 (Tabela 4.4), associação igualmente 

identificada noutros estudos (Spurlock et al., 1998; Saiz et al., 2008). Somente um indivíduo saudável 

foi exceção, situação também observada por Mandelli et al. (2011) cujas distribuíções genotípicas 

foram: 19 indivíduos saudáveis portadores do genótipo 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 desequilíbrio de ligação entre alelos 

comuns pode ser particularmente relevante na identificação de genes de predisposição para doenças 

(Reich et al., 2001). Contudo, neste caso, o referido desequilíbrio de ligação não aparenta estar 

associado com a patologia, uma vez que foi igualmente identificado em indivíduos saudáveis.
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5.2. Estudo de genómica funcional da variação de sequência rs3125 

 

Variações de sequência que estão envolvidas na regulação da expressão de um gene podem 

contribuir para a suscetibilidade de doenças humanas (Pastinen et al., 2004; Pastinen et al., 2006). 

Contudo, uma limitação inerente aos estudos de expressão de genes em doenças neurológicas como 

a DLFT é a obtenção de tecido cerebral pós-mortem. No sentido de contornar este problema, são 

frequentemente utilizados modelos periféricos facilmente acessíveis 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 doenças neurológicas, a possibilidade de ser estudado em células de 

fácil acesso pode contribuir para a compreensão dessas patologias. Por exemplo, Muck-Seler et al. 

(2009) verificaram que a diminuição na concentração 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 clínico da patologia. As plaquetas foram usadas no presente estudo para 

analisar o possível papel funcional desempenhado pela variação de sequência rs3125 nas mulheres 

com diagnóstico provável de vcDFT. De facto, as plaquetas têm sido utilizadas como um modelo 

periférico acessível e rápido do neurónio serotoninérgico: a 5-HT é armazenada para ser protegida 

da ação da enzima MAO em ambos os tecidos (Jernej et al., 2000); possuem os recetores 5-HTR2A, 

cuja função é farmacologicamente similar aos existentes no SNC (Stahl, 1985; Pletscher, 1988; Singh 

et al., 2003); a sequência nucleotídica do cDNA do gene HTR2A nas plaquetas é idêntica ao do córtex 

frontal humano (Cook et al., 1994); a estimulação dos recetores 5-HTR2A nas plaquetas promove a 

hidrólise dos fosfoinositídeos, produzindo IP3 concomitante com a mobilização de Ca2+ intracelular a 

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 características de ligação dos ligandos ao 5-HTR2A 

nas plaquetas e no córtex frontal são 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 proteínas 

relacionadas com os neurónios, por exemplo recetores (Catricala et al., 2012). A isoenzima neuron - 

specific enolase (NSE), expressa apenas em neurónios e células neuroendócrinas específicas, foi 

identificada nos megacariócitos e nas plaquetas sanguíneas (Marangos et al., 1980). 

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

(Secção 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 à 

concentração reduzida de RNA nas plaquetas, não foi obtida qualquer informação na análise 

realizada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Secção 4.3.1.). É de referir que a maioria dos estudos 

realizados não 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 importância. 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 concentração de RNA entre 500 e 5000pg/µL (Agilent 

Technologies, 2006). Contudo, a integridade e a qualidade de cada isoforma do gene HTR2A foi 

assegurada pela sequenciação dos respetivos fragmentos de cDNA amplificados de 

aproximadamente 1,3Kb e que incluíam exon-exon boundaries (Secção 3.2.3.5.). De facto, Rolf et al. 

(2005) verificaram que é possível efetuar uma análise de RNA a partir de aproximadamente 8x108 

plaquetas, valor inferior ao que foi usado no presente estudo. Devido à quantidade reduzida de 

RNAm existente nas plaquetas, comparativamente a outras células e ao facto da transcrição ocorrer 

no núcleo das células eucarióticas, a sua importância foi subestimada durante muito tempo e 

considerado que estas células anucleadas tinham uma capacidade limitada ou inexistente de 

biossíntese de proteínas (Harrison & Goodall, 2008). Surpreendentemente foi constatado que as 

plaquetas possuem: RNAs mensageiros (RNAsm) ricos em caudas de poli(A), que protegem o RNA da 

degradação e são necessárias para a realização da tradução (Roth et al., 1989); a proteína eucariótica 

eIF4E (fator de iniciação 4), essencial para a tradução é constitutivamente expressa (Lindemann et 

al., 2001); retículo endosplasmático rugoso e ribossomas (Ts’ao, 1971; Harrison & Goodall, 2008); 

RNAsm não processados e um spliceossoma funcional, complexo necessário para a remoção dos 

intrões de modo a que o RNAm maduro possa ser traduzido (Denis et al., 2005). Estas evidências de 

controlo pós-transcricional da expressão de um gene nas plaquetas demonstra que são células 

complexas e que o pool de RNAm é estável, não degradado e mais diversificado do que se pensava 

anteriormente, sendo sugerida uma síntese regulada e induzida de várias proteínas (Pabla et al., 

1999; Gnatenko et al., 2003; McRedmond et al., 2004; Macaulay et al., 2005; Harrison & Goodall, 

2008). De facto, estão representados nas plaquetas 15 - 32% de genes codificantes de proteínas na 

forma de RNAm (Bugert et al., 2003; Gnatenko et al., 2003; McRedmond et al., 2004). Contudo, a 

literatura refere que a identificação de RNA específico das plaquetas é muitas vezes limitada pela 
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contaminação com RNA proveniente de leucócitos, cujas quantidades são 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 número de linfócitos (107). Portanto, um 

pequeno número de leucócitos pode significativamente distorcer o perfil de RNAm das plaquetas 

(Rolf et al., 2005; Schedel & Rolf, 2009). No entanto, neste estudo a possibilidade de contaminação 

com leucócitos foi minimizada através da realização de uma centrifugação para a sua remoção dos 

preparados de plaquetas (Secção 3.2.3.1.), bem como através da determinação da presença de DNAg, 

cuja possível fonte seria a partir de células nucleadas, tais como os linfócitos ou monócitos. 

Das mulheres doentes (5 e 6) e saudáveis (13 - 16) heterozigóticas para a variação de 

sequência rs3125, apenas na doente 6 não se encontrou expressão bialélica no transcrito 

NM_000621.4 do gene HTR2A, pois o alelo C foi o único detetado (Tabela 4.9). No entanto, na 

isoforma NM_001165947.2, foi identificada expressão bialélica apenas em 50% das mulheres 

saudáveis (15 e 16), o alelo G foi o único detetado nos restantes indivíduos incluídos na amostragem 

(Tabela 4.9). Supõe-se que no ambiente celular, na ausência de elementos cis - acting, os alelos são 

igualmente expressos (Yan, 2005). Por sua vez, quando um indivíduo é heterozigótico para 

polimorfismos cis - acting, o RNAm de cada alelo é expresso de forma diferente (Yan, 2005). Lo et al. 

(2003) avaliaram a expressão alélica do rs3125 genotipado em heterozigotia e verificaram que a 

razão C/G era bialélica no rim (1,06) e monoalélica no fígado (16,46). Zhang et al. (2009) sugeriram 

que a expressão por alelo está associada a uma regulação cis específica por tecido. Pastinen et al. 

(2004) analisaram, em linhas celulares linfoblastóides, a variação de sequência rs6313 no gene HTR2A 

em heterozigotia e identificaram uma expressão 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 expressão preferencial de um alelo em pelo menos um indivíduo em 

54% dos genes analisados. Bray et al. (2003) constataram que as influências cis - acting na expressão 

de um gene ocorrem também no córtex cerebral, pois identificaram diferenças na expressão alélica 

relativa em 7 dos 15 genes analisados. A expressão diferencial dos dois alelos está associada com a 

variabilidade fenotípica humana e tem sido sugerida a possibilidade de conferir suscetibilidade para 

algumas doenças (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 expressão diferencial dos dois alelos para a 

variação de sequência rs3125 não aparenta estar associado com a patologia, uma vez que foi 

igualmente identificada em indivíduos saudáveis. Contudo, seria necessário obter mais amostras 
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heterozigóticas de doentes e indivíduos saudáveis e determinar a respetiva expressão alélica para o 

rs3125 nas isoformas do gene HTR2A para averiguar a possível associação com a patologia. 

A quantificação relativa, por RT-PCR, dos transcritos do gene HTR2A em plaquetas, foi 

realizada incluindo os genes de referência HPRT1 e 18S, determinados como os mais estáveis em 

cada grupo analisado (mulheres doentes e saudáveis) para que, deste modo, fossem controladas 

variáveis tais como a quantidade de material inicial ou diferenças na eficiência dos ensaios (por 

exemplo da síntese 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 Zsóri 

et al. (2013) averiguou em 7 indivíduos saudáveis (idades compreendidas entre os 26 - 54 anos) quais 

os genes mais estáveis a serem incluídos na quantificação 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 (Zsóri et al., 2013). Os 

resultados no presente estudo sugerem que a expressão do alelo C para a variação de sequência 

rs3125 promove o aumento da expressão relativa do transcrito NM_000621.4 em ambos os grupos 

analisados (Figura 4.13B) e do NM_001165947.2 nas mulheres saudáveis (nenhuma doente 

expressou o referido alelo neste transcrito, Figura 4.14B). Contudo, o número de mulheres doentes 

e mulheres saudáveis com expressão 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 estatístico e a confiança nos referidos resultados, seria necessário incluir amostras com 

expressão bialélica (GC) e monoalélica C em ambos os grupos analisados e para cada isoforma do 

gene HTR2A. Adicionalmente, foi obtida uma diferença estatisticamente significativa na comparação 

dos níveis de expressão relativa do transcrito NM_000621.4 entre os subgrupos de mulheres doentes 

e saudáveis com expressão monoalélica G (p=0,025). A expressão de um gene é regulada nas células 

humanas e a sua alteração pode conduzir ao desenvolvimento de doenças (Cheung & Spielman, 

2009). O nível de expressão genética é um fenótipo quantitativo diretamente associado com a 

variação no DNA, podendo ser influenciado por polimorfismos em regiões cis - regulatórias, uma vez 

que afetam a iniciação da transcrição, a velocidade de transcrição e/ou a estabilidade do transcrito 

de uma forma específica por alelo (Wittkopp et al., 2004; Pastinen et al., 2006; Stranger et al., 2007; 

Cheung & Spielman, 2009). Stranger et al. (2007) supõem a existência de uma abundância de 

variações cis - regulatórias no genoma humano, sendo algumas responsáveis pelo desenvolvimento 

de suscetibilidade para doenças. Uma das formas de modularem a expressão genética é pela 
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alteração dos locais de ligação de miRNAs (Zhang et al., 2009). Embora o mecanismo através do qual 

os alvos de RNAm específicos são selecionados não esteja ainda classificado, uma característica 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 previsão obtida para a variação de sequência rs3125 recorrendo à “PolymiRTS Database 3.0” 

(Ziebarth et al., 2012) revelou a possibilidade de ligação de miRNAs diferentes de acordo com o 

nucleótido presente: hsa-miR-5683 e hsa-miR-5689 no caso do alelo G e hsa-miR-3976 no C (Figura 

5.1).  

 

 

 

 
Figura 5.1 Representação dos miRNAs (miR) que se podem ligar na presença do alelo wild type e do variante 
correspondente à variação de sequência rs3125. Previsão obtida na “PolymiRTS Database 3.0”. 

 

 

 

Conforme referido anteriormente, por causa da complementariedade miRNA - RNAm, 

variações genéticas no local de ligação do miRNA pode eliminá-lo ou enfraquecê-lo, bem como, gerar 

um ilegítimo, resultando na alteração dos níveis de expressão do gene (Pal et al., 2010; Ziebarth et 

al., 2012). Deste modo, a possível indução da degradação do RNAm da isoforma NM_000621.4 pelo 

complexo RISC, em consequência da complementariedade entre as sequências do miRNA com o 

RNAm alvo na presença do alelo G para a variação de sequência rs3125 (Bartel, 2009; Barrett et al., 

2012; Jun & Mouradian, 2012), poderá estar envolvida na menor expressão relativa (da 

NM_000621.4) identificada nas mulheres doentes com expressão monoalélica G comparativamente 

às mulheres saudáveis G (p=0,025), bem como em relação às doentes com expressão do alelo C (na 

forma bialélica GC e monoalélica C (Figura 4.13B). Os resultados sugerem que o efeito não é tão 

acentuado entre as mulheres saudáveis com expressão monoalélica G e bialélica (GC) (Figura 4.13B). 
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Esta hipótese pode ainda ser suportada pelo facto de que vários 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 expressão relativa diminuída do transcrito NM_000621.4 nas mulheres doentes com 

expressão monoalélica G devido ao possível envolvimento de miRNAs, conjugado com a prevalência 

aumentada do genótipo GG e do alelo G sugerida no estudo de correlação genótipo-fenótipo (Figura 

4.8), juntamente com os efeitos derivados de dimorfismos sexuais abordados na Secção 5.1, poderão 

justificar a associação obtida do rs3125 como um possível fator de risco nas mulheres com 

diagnóstico provável de vcDFT. 

Este estudo possibilitou ainda verificar a importância de analisar a expressão de cada isoforma 

do gene HTR2A separadamente. De facto, conforme mencionado anteriormente, foram identificados 

indivíduos genotipicamente heterozigóticos que não expressaram ambos os alelos (Tabela 4.9). 

Tendo conhecimento apenas da informação genotípica e a determinação da expressão total dos dois 

transcritos do gene HTR2A num único ensaio, embora ocorra a diminuição da expressão relativa nas 

mulheres doentes portadoras do genótipo GG, comparativamente às saudáveis GG (Figura 4.15B), 

não foi atingida significância estatística (0,456). Portanto, se a expressão específica do transcrito 

NM_000621.4 não tivesse sido analisada, a significância estatística entre as mulheres doentes e 

saudáveis com expressão monoalélica G teria sido ignorada (p=0,025). 

Adicionalmente, foi possível verificar que a expressão da isoforma NM_000621.4 é superior à 

da NM_001165947.2 nos dois grupos estudados (mulheres doentes e saudáveis). A expressão 

relativa da NM_000621.4, comparativamente à NM_001165947.2, foi de 4,4 vezes mais no grupo 

controlo e de 7,9 nos doentes. Mesmo de acordo com a expressão monoalélica G, a expressão 

relativa da isoforma NM_000621.4 continua a ser superior à NM_001165947.2 em ambos os grupos 

(4,7 e 5,9 vezes respetivamente). A referida proporção sugere que talvez a isoforma NM_000621.4 

seja mais funcional ou transcrita mais rapidamente. Contudo, não temos conhecimento até ao 

momento de estudos que tenham comparado as características das duas proteínas. Embora os 

mecanismos básicos pelos quais os polimorfismos cis - acting influenciam a expressão de um gene 

ainda tenham de ser completamente compreendidos, sustenta-se a hipótese que possam atuar na 

expressão relativa por isoforma (Pastinen et al., 2006). 
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A expressão do gene HTR2A foi também analisada nas PBMCs. Alguns estudos demonstraram 

uma associação entre os linfócitos e doenças neuropsiquiátricas, tais como a depressão, 

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 inflamação 

podem fazer parte dos mecanismos patofisiológicos da DLFT, tendo sido detetados níveis elevados 

de anticorpos para gangliosídeos (Sjӧgren & Wallin, 2001) e do fator de necrose tumoral - alfa (TNF-

α) (Sjӧgren et al., 2004) no CSF, comparativamente a indivíduos saudáveis, bem como nos níveis de 

expressão relativa do fator de transcrição SP4 nas PBMCs (Villa et al., 2012). De facto, os linfócitos 

libertam citoquinas periféricas que podem alterar as funções do SNC de uma forma específica 

invocando respostas controladas autonómicas, neuroendócrinas e comportamentais (Quan & 

Herkenham, 2002). A existência de recetores de citoquinas nos neurónios, 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 hipótese de que 

desempenham uma influência direta na função neuronal. As citoquinas TNFα, IL-10 e IL-3 aparentam 

estar envolvidas na morte celular e na sobrevivência neuronal (Sternberg, 1997). Por sua vez, o SNC 

regula o metabolismo dos linfócitos através de hormonas, neurotransmissores e neuropeptídeos 

(Gladkevich et al., 2004). Tal como as células neuronais, os linfócitos expressam neurotransmissores 

e os recetores correspondentes, tais como acetilcolina, dopamina ou 5-HT (Gladkevich et al., 2004). 

A possibilidade dos linfócitos possuírem um sistema de armazenamento serotoninérgico foi sugerido. 

Existem evidências da presença de um mecanismo de reuptake pelo transportador de 5-HT nos 

linfócitos que possuem características gerais e propriedades farmacológicas similares às encontradas 

nos tecidos neuronais e nas plaquetas (Faraj et al., 1994). 

Apesar da elevada qualidade e integridade do RNA extraído a partir das PBMCs de cada 

indivíduo constituinte da amostragem, as isoformas do gene HTR2A não foram identificados. Em 

contrapartida, no estudo realizado por Dürk et al. (2005) os referidos transcritos foram detetados no 

RNA extraído com o RNeasy mini kit a partir de monócitos humanos. Contudo, o RNA extraído não 

foi tratado com DNase nem a presença de DNAg averiguada, passos cruciais sobretudo quando foram 

usados primers que hibridizavam no mesmo exão (verificado através do software In-Silico “PCR, UCSC 

Genome Browser”, Fujita et al., 2011), não discriminando entre o cDNA e o DNAg. Assim, há a 

possibilidade de Dürk et al. (2005) terem amplificado DNAg em vez dos transcritos do gene HTR2A. 

Yang et al. (2006) concluíram que o HTR2A é expresso nas PBMCs humanas utilizando o RNA extraído 

com o RNeasy mini kit e os primers descritos por Dürk et al. (2005). Contudo, mais uma vez, não foi 
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realizado o tratamento com DNase nem averiguada a presença de DNAg. Desta forma, não é excluída 

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 exão em 

RNA extraído a partir de sangue total de humanos, não sendo novamente averiguada a presença de 

DNAg nem efetuado o tratamento com DNase. No sentido de evitar resultados devidos à amplificação 

de DNAg, é cada vez mais recomendado na literatura a utilização de primers que hibridizem em exões 

diferentes, possuindo pelo menos um intrão 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 são desconhecidas ou quando o alvo não tem intrões, é imprescindível tratar a amostra 

de RNA com RNAse-free DNAse e averiguar a presença de DNAg, por exemplo através da inclusão de 

um RT- (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002; Kubista et al., 2006). 

Uma vez que a RT-PCR apresenta elevada sensibilidade, possibilitando a deteção específica 

de sequências de ácidos nucleicos a partir de quantidades limitadas de amostra, por vezes até menos 

de 5 cópias do alvo (Bustin, 2000; Bustin & Nolan, 2004; Valasek & Repa, 2005), os transcritos do 

HTR2A foram quantificados nas PBMCs de uma mulher doente e uma saudável, usando os genes 

endógenos HPRT1 e 18S igualmente selecionados nos estudos desenvolvidos por Carlberg et al. 

(2013) e Bas et al. (2004) respetivamente. Os resultados indicaram a presença de quantidades 

vestigiais ou inexistentes das isoformas do HTR2A, porém, foi observada a amplificação adequada 

dos genes endógenos (Tabela 4.10). Apesar de Wang et al. (2010) terem analisado o transcrito 

NM_000621.4 por RT-PCR em leucócitos, não é possível estabelecer qualquer comparação com os 

resultados do presente estudo, uma vez que não trataram as amostras com DNase e nem 

averiguaram a presença de DNAg, passos cruciais uma vez que os primers usados emparelhavam no 

mesmo exão. Por sua vez, Serebruany et al. (2010) quantificaram o transcrito NM_000621.4 nas 

PBMCs extraídas de indivíduos saudáveis (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 CT correspondente a 36,12, 

sustentando a ideia da presença de uma quantidade vestigial do transcrito nas PBMCS humanas. 

Adicionalmente, verificaram que a expressão nas plaquetas (CT=29,39) era superior, 

comparativamente às PBMCs (Serebruany et al., 2010), tal como foi sugerido nos resultados do 

presente estudo. No entanto, tem sido referido na literatura que a inibição da produção de TNF-α 

pela 5-HT envolve a participação do recetor 5-HTR2A nas PBMCs estimuladas, promovendo a 
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diminuição das respostas inflamatórias (Arzt et al., 1991; Cloëz-Tayarani et al., 2003; Kubera et al., 

2005). Uma possível explicação para a identificação da presença do 5-HTR2A pode ser devida ao facto 

de as células vivas terem a capacidade de, numa determinada altura, expressarem alguns genes e 

outros não (Ma et al., 2006). Portanto, quando uma proteína específica é necessária na célula, o 

respetivo gene codificante é ativado, correspondendo a primeira etapa à sua transcrição para RNAm 

(Ma et al., 2006). Geralmente, a quantidade de RNAm produzido correlaciona-se com a quantidade 

de proteína que é eventualmente sintetizada e necessária (Ma et al., 2006). 

 

5.3. Perspetivas futuras 

 

Seria enriquecedor para este estudo aumentar o número de amostras de DNA 

correspondentes aos grupos de doentes com diagnóstico provável de DLFT e controlo de forma a 

aumentar o poder estatístico. 

O estudo funcional do rs3125 seria complementado pela quantificação das proteínas 

codificadas pelos transcritos NM_000621.4 e NM_001165947.2 nas mulheres analisadas com 

diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis. Essa determinação poderia ser realizada por Western 

blot, a técnica convencional para este tipo de análise (Dale & von Schantz, 2002). A possibilidade dos 

miRNAs hsa-miR-5683 e hsa-miR-5689 (Figura 5.1) promoverem alterações nos níveis 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 variação 

de sequência rs3125 mais mulheres com diagnóstico provável de vcDFT e saudáveis, representativas 

de todos os genótipos, para aumentar o poder estatístico. Seria igualmente interessante realizar o 

referido estudo nas plaquetas de homens com diagnóstico provável de vcDFT e homens saudáveis 

para averiguar a existência de diferenças associadas aos géneros. 

A realização do estudo funcional da variação de sequência r3125 em tecido cerebral pós-

mortem de doentes com diagnóstico provável de vcDFT e indivíduos saudáveis daria um contributo 

muito importante, uma vez que possibilitaria determinar se, no tecido afetado por esta patologia, 

ocorrem as alterações observadas nas plaquetas. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusões 

  



Análise do gene HTR2A na Degenerescência Lobar Frontotemporal 
 

 

87 

Os resultados deste estudo permitem concluir que as variações de sequência identificadas no 

gene HTR2A não constituem uma causa primária para a etiologia da DLFT. Contudo, a variação de 

sequência rs3125 localizada na região reguladora 3’UTR do gene HTR2A constitui um possível fator 

de risco genético associado ao desenvolvimento de vcDFT nas mulheres, nomeadamente a perda de 

heterozigotia e o aumento das frequências do genótipo GG e do alelo G. A diminuição 

estatisticamente significativa da expressão relativa do transcrito NM_000621.4 do gene HTR2A nas 

mulheres com diagnóstico provável de vcDFT com expressão monoalélica G comparativamente às 

mulheres saudáveis G poderá constituir uma possível justificação para a associação obtida. 

Tendo em conta a literatura científica disponível, este estudo forneceu a primeira evidência 

de que o gene HTR2A poderá estar envolvido na suscetibilidade para a vcDFT, sendo, por isso, uma 

contribuição relevante para o esclarecimento da patogenicidade da DLFT. 
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