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RESUMO

A esclerose lateral amiotréfica (ELA) € uma doenga neurodegenerativa progressiva
multifatorial que afeta os neurénios motores superiores e inferiores, mostrando uma
grande variabilidade clinica. A fisiopatologia da ELA ainda ndo se encontra
completamente definida, o que tem comprometido o diagndstico preciso e o
desenvolvimento de terapias seguras e efetivas para curar ou para mudar o curso da
doenca. Ainda, ndo existe nenhum marcador quantitativo especifico que possa
identificar a ELA antes da severa sintomatologia estar instalada, quando de fato é
dificil reverter o processo neurodegenerativo. Este trabalho teve por objetivo identificar
se 0 metabolismo da tetraidrobiopterina (BH4), via metabdlica essencial para varios
processos celulares, incluindo neurotransmissao e atividade vascular, pode identificar
individuos acometidos por ELA. A neopterina € um metabdlito estavel derivado do
metabolismo de BH4 que pode ser quantificado em fluidos biologicos. Trinta e sete
participantes acometidos por ELA foram recrutados para participar neste estudo
translacional prospectivo e transversal. Os participantes se encontravam em
acompanhamento clinico no hospital universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago —
HUPEST ou foram convidados através da lista dos pacientes acometidos por ELA que
utilizavam medicamento riluzol, gerenciada pela diretoria de assisténcia farmacéutica
— DIAF, vinculada a secretaria do estado da Saude de Santa Catarina. Com o intuito
de confrontar os valores de neopterina plasmatica de individuos acometidos por ELA
com um grupo controle de voluntarios sadios pareados por sexo e idade (n= 18)
também convidados a participar do estudo. A caracterizacao clinica e demografica dos
participantes afetados por ELA mostrou que esta amostra populacional do estado de
Santa Catarina se comportou muito similar aquelas descritas no Brasil e no mundo.
Embasados na analise realizada deste estudo, pdde-se demonstrar os preditores
clinicos de duragao de tempo entre o inicio dos sintomas até o diagnéstico, com maior
atraso diagnostico naqueles individuos com idades mais jovens ao inicio dos sintomas
[r=-0,48; p < 0,05]. Nesta mesma vertente, o preditor de pior qualidade de vida esteve
relacionado com a escala de funcionalidade [r= -0,85; p < 0,001], realgando
recomendacdes de aspectos de suma relevancia para a pratica clinica. No que se
refere aos valores de neopterina no plasma, foram observadas concentracdes
reduzidas na maioria dos individuos com ELA, e s6 quatro participantes mostraram
valores aumentados de 2 a 6 vezes quando comparados com o valor maximo
observado no grupo controle (4,9 nmol/L). Apds estes valores serem identificados
como outliers e retirados da analise estatistica paramétrica, pdde ser observado uma
reducao significativa nas concentragdes plasmaticas de neopterina nos participantes
afetados por ELA [tue= 3,22; p < 0.01]. Ainda, os valores de neopterina
correlacionaram significativamente com as subescalas clinicas de tronco da ALSFRS-
R/BR [r= 0,34; p < 0,05] e subescala mobilidade (ALSAQ-40/BR) [r=- 0,40; p < 0,05].
Uma unica mutagdo genética patogénica no gene FUS foi encontrada em um
participante afetado por ELA, mas nao foi diferenciado pelos valores de neopterina
plasmatica. Considerando que existiu correlagao clinica significativa com os valores
de neopterina no plasma, foi analisada a sensibilidade e especificidade deste
metabdlito como um potencial biomarcador da doenca. A analise da curva operacional
(ROC) mostrou que as concentragdes plasmaticas de neopterina permitem classificar
com sensibilidade e especificidade individuos acometidos por ELA, comparado com o
grupo de voluntarios sadios [area sob a curva, AUC= 0,82; p < 0,01]. Finalmente, a
neopterina ndo mostrou correlacdo com sexo ou idade como previamente reportado



na literatura. Este trabalho permite propor a determinacéo dos niveis de neopterina
plasmatica como um potencial biomarcador da presencga e da gravidade da ELA.

Palavras-chave: doenca do neurénio motor; BH4; neopterina; marcador biolégico;
estresse oxidativo.



ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a multifactorial progressive neurodegenerative
disease that affects upper and lower motor neurons, showing high clinical variability.
The pathophysiology of ALS is not yet fully understood, which has compromised the
diagnostic and the development of safe and effective therapies to cure or change the
course of the disease. Still, there is no quantitative marker that can specifically and
sensitively identify ALS before severe symptoms are set in, when it is difficult to reverse
the neurodegenerative process. This study aimed to identify whether the
tetrahydrobiopterin (BH4) metabolism, a metabolic pathway essential for several
cellular processes, including neurotransmission and vascular activity, can identify
individuals affected by ALS. Neopterin is a stable metabolite derived from BH4
metabolism that can be quantified in biological fluids. Thirty-seven ALS participants
were recruited to participate in this prospective, cross-sectional translational study.
Participants were undergoing clinical follow-up at the university hospital Polydoro
Ernani de Sdo Thiago — HUPEST, and they were invited through the list of patients
affected by ALS who were using riluzole medication, managed by the pharmaceutical
assistance board — DIAF, linked to the State Department of Health from Santa
Catarina. In order to compare the plasmatic neopterin values in individuals affected by
ALS, a group of healthy volunteers matched by sex and age (n= 18) were also invited
to enroll this study. The clinical and demographic characterization of the participants
affected by ALS showed that this cohort from the state of Santa Catarina had many
similarities to the descriptions found in Brazil and worldwide. Based on the analysis
performed in this study, it was possible to demonstrate the clinical predictors of time
duration between onset of symptoms and diagnosis [r= - 0,48; p= 0,02], with greater
diagnostic delay in those individuals who started symptoms with those with younger
ages at onset of the symptoms. In this way, the predictor of worse quality of life was
related to the functionality scale [r = - 0,85; p < 0,001], highlighting recommendations
of aspects of paramount relevance for clinical practice. Regarding plasma neopterin
values, reduced concentrations were observed in most subjects with ALS. Only four
participants showed increased values from 2 to 6 times when compared to the
maximum value observed in the control group (4.9 nmol/L). After these values were
identified as outliers and removed from the statistical analysis, a significant reduction
in neopterin plasma concentrations could be observed in participants affected by ALS
[t(49)= 3.22; p < 0.01]. Furthermore, neopterin values correlated significantly with
ALSFRS-R/BR clinical upper body subscales [r=0.34; p < 0.05] and mobility subscale
(ALSAQ-40/BR) [r= - 0.40; p < 0.05]. A single pathogenic genetic mutation in the FUS
gene was found in a participant affected by ALS, but it was not differentiated by plasma
neopterin values. Considering that there was a significant clinical correlation with
plasma neopterin values, the sensitivity and specificity of this metabolite as a potential
biomarker of the disease was analyzed. The analysis of the operating curve (OC)
showed that plasma concentrations of neopterin allow a sensitive and specified
classification of individuals affected by ALS, compared with the group of healthy
volunteers [area under the curve, AUC= 0.82; p < 0.01]. Finally, neopterin showed no
correlation with sex or age as previously reported in the literature. This work allows us
to propose the determination of plasma neopterin levels as a potential biomarker of the
presence and severity of ALS.

keywords: motor neuron disease; BH4; neopterin; biological marker; oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) € uma doenga neurologica
degenerativa progressivamente incapacitante, caracterizada por degeneracéo
de neurbnios motores superiores (NMS) e inferiores (NMI) do coértex motor,
tronco encefalico e medula espinhal (BROWN; AL-CHALABI, 2017). A doenga
pode cursar com sintomas que incluem fraqueza e atrofia muscular, fadiga,
espasticidade, fasciculagbes, disfagia, disartria, perda poderal, insuficiéncia
respiratoria e deterioragdo das fungdes cognitivas. Embora rara, sua incidéncia
global parece estar aumentando nos ultimos anos, provavelmente decorrente do
envelhecimento populacional (MATHIS et al., 2019).

O diagndstico costuma ser tardio, oneroso e demorado, ocorrendo
quando ha um comprometimento clinico avangcado dos pacientes, tornando o
diagndstico mais desafiador por ndo contar com um biomarcador quantitativo que
permita a identificacdo precoce da ELA. Ainda, a sobrevida média da ELA é de
dois a cinco anos apos o inicio dos sintomas, e até o momento ndo ha um
tratamento farmacoldgico efetivo para mudar o curso da doenga ou curar a ELA.
A 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) € um cofator enzimatico obrigatério para o
metabolismo de fenilalanina e de éteres lipidicos, e para a sintese de dopamina,
serotonina e oxido nitrico.

Dados recentes mostram que a biossintese de BH4 se encontra
exacerbada em doencas crbnicas que apresentam como componente
fisiopatoldgico a inflamacéo, incluindo asma, esclerose multipla, colite ulcerativa,
artrite reumatoide, diabetes mellitus, deficiéncia cognitiva e Parkinson (CRONIN
et al., 2018; FUJITA et al., 2020; PIRES et al., 2020; TEGEDER et al., 2006).
Ainda, a neopterina, que € um subproduto da via de sintese de novo da BH4 e é
sintetizada em condicbes de estresse celular induzido por estimulos
inflamatdrios (FRANSCINI et al., 2003; ISHII et al., 2005), tem sido relacionada
com o desenvolvimento e progressdo de doengas com comprometimento
neurolégico, como a doenga de Parkinson (WIDNER; LEBLHUBER; FUCHS,
2002). Por outro lado, sabe-se que a deficiéncia de BH4 e metabdlitos
relacionados provocam doencas neurologicas/neurodegenerativas e vasculares.
Alguns exemplos de deficiéncias genéticas sao a fenilcetonuria e a deficiéncia

de GTP (guanosina trifosfato), cicloidrolase | (GCH1) (distonia sensivel a
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levodopa), e de deficiéncias adquiridas, doencas cerebrovasculares e
cardiovasculares. Neste cenario, nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que
além das fungdes tradicionais do metabolismo da BH4 na biologia celular, esta
via metabdlica possui fungdes antioxidante, anti-inflamatoria, ativador da fungao
mitocondrial e da memodria. Dessa forma, considerando a importancia do
metabolismo da BH4 e sua relagcdo com a presencga e progressao de doengas
neuroldgicas/neurodegenerativas, buscou-se investigar o papel do metabolismo

da BH4 em fluidos bioldgicos de individuos acometidos por ELA.
2 ESTADO DA ARTE
2.1 DEFINICAO DA DOENCA

A ELA é uma doencga neurodegenerativa de curso crénico e progressivo
caracterizada por degeneragcao de NMS e NMI do cértex motor, tronco encefalico
e medula espinhal (BYRNE et al., 2013).

A ELA foi conhecida como doenca de Charcot em homenagem ao
médico francés Jean Martin Charcot que, dentre suas varias contribuicdes a
neurologia, determinou em 1869 as caracteristicas essenciais para o
reconhecimento da ELA, além de ter sido o primeiro a relacionar os sintomas
com o acometimento dos neurdnios motores (NM) (ROWLAND; SHNEIDER,
2001).

A forma classica da doenca tem instalagao insidiosa, caracterizada por
fragueza muscular assimétrica, atrofia de membros e lingua, além de
fasciculagbes e hiperreflexia. Progressivamente, pode apresentar sintomas
bulbares caracterizados por disfonia, disartria e disfagia, além de sintomas
respiratorios, cognitivos e alteragdo comportamental, resultando em
incapacidade funcional (BROWN; AL-CHALABI, 2017).

Os pacientes acometidos por ELA apresentam uma sobrevida média de
trés a cinco anos apos o inicio dos sintomas (YOKOI et al., 2016). Contudo, ha
varios fatores que contribuem para a patogénese da ELA, o que faz com que a
duragdo da doenga possa chegar a superar os vinte anos (ONG; TAN;
HOLBROOK, 2017).
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Sabe-se que as maiores taxas de mortalidade estao associadas ao sexo

masculino e a uma idade mais avangada de inicio da doenga com predominio
bulbar (CHIO et al., 2013).

2.2 INCIDENCIA E PREVALENCIA

A incidéncia da ELA nos paises ocidentais € de 1 a 3/ 100.000 pessoas
por ano, com predominio em homens (0,8 a 2,7 homens por cada mulher
afetada).

No Brasil nao ha dados acurados sobre a incidéncia e prevaléncia global
no pais, com pesquisas regionais com serie de casos em varios centros, sendo
as mais recentes em Porto Alegre (LINDEN-JUNIOR et al., 2013), Minas Gerais
(PRADO et al., 2016) e uma nacional (COUTO et al., 2021).

2.3 FISIOPATOLOGIA DA ELA

Até o presente momento ndo existe uma definicdo especifica da
fisiopatologia da ELA. Numerosos processos deletérios tém sido propostos de
participar nos mecanismos moleculares da doenca e estes incluem diversas as
formas de anormalidades celulares, incluindo deposicéo de proteina intranuclear
e citosolica e agregados de RNA, disturbios dos mecanismos de degradagao de
proteinas, como a alteracado genética da proteina chamada enzima antioxidante
mitocondrial superdxido dismutase 1 (SOD1), na qual foi possivel descrever o
mecanismo de estresse oxidativo e a sua relagdo com a morte neuronal,
excitotoxicidade mediada por excesso de ativacdo do receptor de glutamato,
disfungéo mitocondrial, e ativagcao microglial (CIERVO et al., 2017).

Na maioria dos casos, esses eventos ativam e recrutam células nao
neuronais (astrécitos, microglia e oligodendroglia), que exercem tanto efeitos
benéficos como influéncias negativas na viabilidade do neurdénio motor. Estas
diversas anormalidades podem afetar diferencialmente os compartimentos
subcelulares (dendritos, soma, axénios e jungdes) (BROWN; AL-CHALABI,
2017). De fato, inicio e progressao da degeneragcado do neurénio motor na ELA

parece ser influenciado pela interacdo complexa entre diferentes tipos de
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células, juntamente com o desenvolvimento de um meio inflamatdrio sustentado
(FERRAIUOLO, 2014).

2.3.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo surge de um desequilibrio entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade do sistema de remover ou
reparar os danos causados e restaurar o ambiente redutor. Tal dano inclui
alteracao da conformacao da proteina, alteragdo da membrana celular, dinamica
da oxidagao de acidos graxos insaturados e alteracdes nas espécies de DNA e
RNA (BARBER; SHAW, 2010)

As ROS também podem ativar células gliais, resultando na exacerbagéo
de ROS e de citocinas pré-inflamatérias que ativam células gliais vizinhas
(KOUTSILIERI et al., 2002). O envolvimento glial pode, portanto, ser uma
maneira pela qual a degeneragédo do neurénio motor, que muitas vezes comega
focalmente, se espalha para populagdes de neurénios motores contiguos.

Varios estudos patolégicos relataram evidéncias de aumento de
estresse oxidativo em tecido posmortem de ELA (FERRANTE et al., 2002). De
fato, estudos usando o liquido cefalorraquidiano (LCR) de individuos com ELA
permitiram a medicdo de marcadores de estresse oxidativo em estagios mais
precoces da doenga, permitindo contar com esta informacao antes dos estagios
finais (BARBER; SHAW, 2010).

2.3.2 Excitotoxicidade do glutamato

O glutamato é um neurotransmissor excitatério que auxilia na
transmissao sinaptica de impulsos nervosos em neurénios motores (SPREUX-
VAROQUAUX et al., 2002). Quando o equilibrio entre liberagao e recaptagao de
glutamato é perturbado ocorre excitotoxicidade, resultando em concentragdes
aumentadas de glutamato na fenda sinaptica (BARBER; MEAD; SHAW, 2006).
Essa situacao resulta em estimulagdo excessiva de receptores glutamatérgicos,
0 que leva a aumento das concentracdes intracelulares de calcio, e lesao

neuronal. Este ambiente também provoca a proliferacdo da astroglia e da
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microglia, o acumulo de material proteico, neurofilamentos, pigmentos e
inclusdes de ubiquitina, disfungdo mitocondrial, estresse de reticulo
endoplasmatico, defeito do transito nucleocitoplasmatico, alteracdes de neuro-
excitabilidade final e transporte axonal alterado (AL-CHALABI et al., 2014).
Niveis elevados de glutamato foram relatados em um subconjunto de individuos
com ELA (SPREUX-VAROQUAUX et al.,, 2002). Além disto, quando os
neurdnios motores liberaram ROS no meio extracelular em concentracbes
suficientes para induzir a oxidagdo e romper a absor¢cdo do glutamato em
astrocitos vizinhos, cria um ciclo vicioso de aumento de estresse oxidativo e
excitotoxicidade que, em ultima analise, leva a degeneragdo do neurdnio motor
(BARBER; SHAW, 2010).

2.3.3 Neuroinflamagao

A neuroinflamacéo tem sido consistentemente observada em regides
motoras do sistema nervoso central (SNC) na ELA, familiar e esporadica,
constituindo uma marca da doenca (LIU; WANG, 2017). Os astrocitos normais
promovem um ambiente fisiolégico para a fungao dos neurénios. No entanto, tem
sido demonstrado que os astrdcitos se tornam reativos e outros aberrantes,
proliferam formando uma cicatriz, e liberam moléculas inibitérias que bloqueiam
o crescimento de axénios danificados na ELA (BRETTSCHNEIDER et al., 2006;
GHISONI et al., 2015b). Tem sido reportado que neurénios motores sadios co-
cultivados na presenca de astrdcitos aberrantes provocam a morte de 90 % de
neurdnios denotando assim um microambiente n&o permissivo para o
crescimento de neurdnios e diferenciagéo.

Neste contexto, biomarcadores de dano axonal, que incluem a presenca
da proteina tau, neurofilamentos de cadeia pesada e progranulina, estédo
aumentados no LCR de individuos com ELA (BRETTSCHNEIDER et al., 2006).

As células da microglia representam a primeira e principal forma de
defesa imunoldgica ativa do SNC e pode ser ativado por qualquer tipo de desafio
téxico, incluindo lesao, infeccédo e isquemia. Apds a ativacao, eles aumentam,
migram e podem se tornar fagocitarios para remover matéria téxica (FILIANO;

GADANI; KIPNIS, 2015). As células microgliais ativadas secretam substancias
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pré-inflamatérias e neurotoxicas. Se as células da microglia ndo puderem
resolver ou eliminar a citototoxicidade no SNC, elas permanecem reativas e
continuam a recrutar astrocitos e oligodendrocitos, causando um processo
inflamatorio continuo (PHILIPS; ROTHSTEIN, 2014). A presenca de inflamacgéo
periférica também tem sido demonstrada na ELA, e sabe-se que o aumento de
mediadores pré-inflamatérios no sangue também impactam negativamente no
SNC. Numerosos grupos tém demonstrado maior produgédo e liberagcdo de
citocinas inflamatorias, incluindo interleucina 6 (IL-6) e fator de crescimento
tumoral a (TNFa), bem como aumento da produgdo de ciclooxigenase-2 e

prostaglandina E2 em cultura de astroglia em ratos (MISHRA et al., 2016).

2.3.4 Disfuncao mitocondrial

As mitocondrias tém multiplas fungbes que sdo essenciais para a
sobrevivéncia do NM. Alteracdes na estrutura e funcdo das mitocéndrias foram
postulados como o evento central na fisiopatologia de diferentes doengas
neurodegenerativas incluindo a ELA (SMITH; SHAW; DE VOS, 2019).

A disfuncdo do transporte de elétrons pode resultar em consumo
alterado de oxigénio, aumento da geragcdo de ROS e provocando estresse
oxidativo (OBRADOR et al.,, 2021). Este estado tem sido caracterizado por
aumento de proteinas carboniladas, proteinas nitradas, disfuncdo de enzimas
envolvidas na sintese de adenosina-trifosfato (ATP) e no reparo do DNA, entre
outros, em neurdnios motores espinhais obtidos de animais transgénicos
(CARRIEDO et al., 2000). Ainda, tem sido também reportado a existéncia de
uma desregulagédo da dindmica mitocondrial com excesso de fissdo, levando a
maior fragmentagdo mitocondrial em fibroblastos de individuos acometidos por
varias formas familiares de ELA e em neurdnios motores obtidos dos modelos
experimentais desenvolvido em roedores para a mutacdo do gene SOD1
(ALMER et al., 1999). Todos os processos deletérios mencionados acima, ainda
podem provocar estresse sobre o reticulo endoplasmatico levando a uma
desregulagdo da movimentagdo do calcio, que é sabido que promove a
neurodegeneragdo. As consequéncias potenciais incluem interrup¢do da

atividade de complexos da cadeia respiratoria, homeostase redox interrompida
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e diminui¢ao da producéo de ATP. Além disso, a homeostase do calcio pode ser
interrompida e a apoptose pode ser ativada (PINGLE; TUMANE; JAWADE,
2008).

Embora seja geralmente aceito que a disfungcdo mitocondrial é uma
alteragao precoce na ELA, ainda nao esta claro se essa disfungéo ocorre no
inicio ou é apenas consequéncia de uma cascata de eventos patoldgicos que
acabam por causar degeneragdo e morte de NM (SMITH; SHAW; DE VOS,
2019). Um estudo recente mostrou disfungcdo mitocondrial usando
espectroscopia de ressonancia magnética no cérebro e musculo de individuos
acometidos por ELA (SASSANI et al., 2020).

A morte celular apoptdtica esta ligada a disfungdo mitocondrial e envolve
a liberacdo de sinais de morte mitocondrial. Estes eventos foram também
demonstrados em tecidos postmortem obtidos da medula de individuos com ELA
(MARIN et al., 2016).

2.4 ASPECTOS CLINICOS DA ELA

Dependendo do grupo de neurdnios afetados, a doenga pode apresentar
maior comprometimento bulbar, espinhal ou ambos (VAN ES et al., 2017). A
disfuncdo espinhal afeta a maioria dos pacientes, com cerca de 66 %, e,
portanto, é definida como a forma classica da ELA. Estes individuos podem
apresentar maior comprometimento de NMS e NMI, com fraqueza e atrofia da
musculatura apendicular, envolvimento restrito de membros superiores ou de
membros inferiores, além de poder afetar musculos faciais (VAN ES et al., 2017).
Os pacientes com ELA com disfuncao bulbar apresentam lesdes na via cortico-
bulbar ou no nucleo motor no tronco encefalico, regides relacionadas a disfagia
e complicacdes respiratorias, como atelectasias e broncoaspiracdo. Deve ser
salientado que estas representam umas das maiores causas de morbidade e
mortalidade na ELA, sendo determinantes da qualidade de vida dos afetados
(FATTORI et al., 2006; FREGONEZI et al., 2015).

Além das formas classicas, os fendétipos clinicos em pacientes com ELA
podem ser classificados naqueles que apresentam predominio motor,

caracterizada pela manifestagao atipica de sintomas motores e variabilidade
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extramotora, incluindo deficiéncias cognitivas, sinais extrapiramidais,
anormalidades do movimento ocular, podendo ainda ter disfungao autonémica
(TAKEDA; KITAGAWA; ARAI, 2020).

A principal caracteristica clinica da ELA esta representada por fraqueza
muscular progressiva que pode evoluir rapida ou lentamente, levando a fraqueza
dos musculos inspiratorios e expiratorios e resultando em fadiga diafragmatica,
anormalidades espirométricas e alteragdes na ventilagcdo voluntaria maxima
(CHANDRASOMA et al., 2012; HADJIKOUTIS; WILES, 2001). A fraqueza
muscular depende da gravidade e da carga mecanica imposta ao sistema
ventilatorio, culminando na principal causa de morte por faléncia respiratéria
hipercapnica (CHANDRASOMA et al., 2012). Essa faléncia respiratoria indica
degeneragdo dos centros respiratorios centrais e neurdnios motores
comprometendo o nervo frénico. Contudo, a disfungao respiratéria e apendicular
tem grande impacto na qualidade de vida e sobrevida dos pacientes com ELA, e
a quantificagdo destas auxilia, em parte, para avaliar a progressdo da doencga
(ANDERSEN et al., 2007).

2.5 COMPONENTE GENETICOS

As novas tecnologias para mapeamento de genes e analise genémica
permitiram a identificacdo de mais de 120 variantes genéticas associadas a um
risco maior de desenvolver ELA (BROWN; AL-CHALABI, 2017) e mais de 20
genes diferentes ja foram implicados a ELA familiar, ELA esporadica ou ambas
(Jl et al., 2017). Como exemplos, podem ser citadas a variante descrita no gene
da enzima antioxidante mitocondrial SOD1 (ROSEN et al., 1993) e expanséo da
repeticdo hexanucleotidica (GGGGCC) no gene chromosome 9 open reading
frame 72 (C9o0rf72) (COOPER-KNOCK; SHAW; KIRBY, 2014).

No Brasil, um estudo recente divulgou (GONCALVES et al., 2021) que o
gene VAPB foi responsavel por 30 % das familias estudadas, confirmando dados
de estudo brasileiro de 2017 (CHADI et al., 2017), o C9orf72 por 22 %, seguido
do SOD1 em 7 % e o TARDBP com 5 % dos casos. Estes dados sdo distintos
de estudos de coorte europeu e norte-americano que possuem as mais

frequentes causas subjacentes nas mutagdes dos genes C9orf72, SOD1, TAR
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DNA-Binding Protein 43 (TARDBP), fused in sarcoma (FUS) e Vesicle-
Associated Membrane Protein-Associated Protein B (VAPB) (MEJZINI et al.,
2019).

Apesar da auséncia de histéria familiar em ELA esporadica, estudos
envolvendo gémeos mostraram que a herdabilidade é de cerca de 60 % e
mutacgdes geralmente encontradas em ELA familiar sdo também encontradas em
ELA esporadica (BROWN; AL-CHALABI, 2017). Isso pode ser explicado em
parte pela dificuldade em identificar se os pacientes com doencga de inicio tardio
tém historia familiar de ELA.

Por outro lado, algumas variantes genéticas, que, isoladamente,
conferem um risco moderado ou baixo de desenvolver ELA, quando combinadas
ou expostas a algum fator ambiental, potencializam-se para determinar a
doenca. Este tipo de situagdo € chamada de heranga oligogenética, em que uma
Unica variante genética nao é suficiente para causar a doenga, mas aumenta
significativamente o risco quando combinado com um segundo fator (AL-
CHALABI; VAN DEN BERG; VELDINK, 2017). A heterogeneidade genética
associada a essas condi¢cdes pode dificultar o uso do fenétipo como unico critério
para selecionar uma causa definitiva.

O teste genético pode ajudar a confirmar um diagndstico clinico, prever
0 prognéstico e a progressao da doenga, facilitar a detecgdo precoce de
sintomas, orientar o planejamento familiar e o aconselhamento genético ou
promover a inscricdo em ensaios clinicos.

Dada a sobreposigéo clinica de algumas doengas como a deméncia
hereditaria e ELA, um painel genético pode promover uma avaliagao eficiente de
varios genes potenciais com base em uma unica indicagao clinica, analisando
genes que possam estar associados a condigcdes neurodegenerativas
progressivas que afetam o sistema nervoso (SN), incluindo a ELA, deméncia
frontotemporal (DFT), doengas de Alzheimer e de Parkinson.

Apenas 10 a 15 % dos casos sao de origem familiar, sendo o restante
considerado como casos esporadicos, o que tem levado a postular que fatores
ambientais estariam contribuindo para a patogénese da doencga
(FEDDERMANN-DEMONT et al., 2017).
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2.6 TRATAMENTO MEDICAMENTOSO

Embora inumeras terapias e agentes experimentais ja tenham sido
propostos como estratégias farmacologicas promissoras na ELA, os resultados
tém sido frustros, tanto na cura quanto no retardo efetivo da progressédo da
doenca.

O riluzol é o unico medicamento licenciado no Brasil que afeta o curso
da ELA e tem somente um efeito modesto na sobrevivéncia (ONG; TAN;
HOLBROOK, 2017). O uso de riluzol tem demonstrado estender a vida util em 2
a 3 meses (RIVIERE et al., 1998).

Um novo medicamento com efeitos antioxidantes chamado edaravone
foi aprovado pela agéncia federal do Departamento de Saude e Servigos
Humanos dos Estados Unidos, FDA (Food and Drug Administration) em maio de
2017. Este medicamento ja vinha sendo usado no Japdo em pacientes com
acidente vascular cerebral isquémico agudo e em pacientes com ELA de fase
inicial, com a finalidade de manutencdo da fungcdo e qualidade de vida em
pacientes no estagio inicial com diagndstico definitivo ou provavel de ELA (ABE
et al.,, 2017), que, consequentemente, compromete o desenvolvimento de uma
terapia efetiva.

Uma nova medicagao, ainda ndo aprovada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o fenilbutirato de sddio-taurursodiol (PAGANONI
et al., 2021) mostrou um retardo significativo no declinio funcional e aumento na
sobrevida de pacientes com ELA apresentando média de sobrevida de 6,5

meses mais longa em comparagao ao placebo.

2.7 DIETAE ELA

Sabendo das dificuldades encontradas na degluticdo e alimentagéo
destes pacientes, a utilizagcao de questionarios de frequéncia alimentar, um tipo
de instrumento de avaliagdo dietética do consumo alimentar habitual de um
individuo, relacionado a frequéncia com o entrevistado consumiu itens

alimentares, com base em uma lista de alimentos pré-definida, pode ser utilizada
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no intuito de compreender a relag&o entre padrées de consumo e condigdes de
saude.

Além disto, as listas de alimentos incluidas nestes questionarios séo
culturalmente especificas, e, em geral, sdo adaptados e validados para uso em
diferentes contextos (KIRKPATRICK et al., 2014), como em pacientes com ELA
(NIEVES et al., 2016; PUPILLO et al., 2018). Somado a isto, costumam coletar
informagdes sobre a frequéncia de consumo, mas n&o necessariamente sobre a
quantidade consumida.

As pontuacgdes de diversidade alimentar avaliadas sdao métricas que
podem ser calculadas e contam com um periodo de recordagao mais longo para
captar alimentos que nao sdo consumidos todos os dias, mas que fazem parte
da dieta tipica do individuo.

Os periodos de recordagao podem variar de 7 a 30 dias (embora alguns
cheguem a um ano), sendo que os mais longos podem gerar um viés de
recordacdo (MEJZINI et al., 2019), apesar de terem a vantagem de avaliar
melhor as dietas totais, mas os curtos tém taxas de resposta mais altas
(KIRKPATRICK et al., 2014). Essas medidas de ingestao habitual costumam ser
um melhor indicador da relag&o entre dieta e resultados de saude do que aquelas
que capturam apenas uma unica avaliacao de 24 horas da dieta.

Neste sentido, o questionario de frequéncia alimentar mecanizada
Mechanized food-frequency questionnaire (MFFQ) tem sido utilizado na
pesquisa de dieta recente e de longo prazo, com a vantagem de poder mensurar
o consumo de alimentos ou nutrientes especificos consumidos por uma
determinada populacdo, sendo um método comum para medir padrdes

alimentares.

2.8 BIOMARCADORES

Os biomarcadores tornaram-se foco de intensa pesquisa na area da ELA
com a esperancga de que eles possam ajudar no desenvolvimento de alguma
terapia. A despeito da descoberta de muitos candidatos a biomarcadores,
nenhum surgiu como ferramentas validadas para o desenvolvimento de

medicamentos até o momento.
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O FDA reconhece quatro tipos ou aplicagbes de biomarcadores:
diagndstico, prognéstico, preditivo e farmacodinamico, reconhecendo que alguns
biomarcadores podem ter mais de uma aplicagdo dependendo de como o
biomarcador € usado (BENATAR et al., 2016).

O biomarcador deve ser facil de quantificar, minimamente invasivo,
especifico, confiavel com um processo de medi¢gao descomplicado e reprodutivel
em varios laboratérios (BENATAR et al., 2016). Ainda, a falta de compreensao
dos mecanismos subjacentes da ELA limita o progresso do desenvolvimento de
biomarcadores e desenvolvimento de medicamentos para ELA.

Os principais biomarcadores estudados até o momento sdo a proteina
C9orf72, neurofilamentos, TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43), RNA
extracelular, exossomos e granulos de estresse, progranulina, marcadores
inflamatorios como fator de necrose tumoral (TNFa), interleucina-1 8 (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-98 (IL-98), TNF receptor 1 (fator de necrose
tumoral receptor 1), e fator de crescimento endotelial vascular, proteina C reativa
(PCR) e chitotriosidase, metabdlitos como nivel sérico de ferritina, glutamato e
nivel de serotonina em plaquetas e biomarcadores mitocondriais (WILKINS;
DIMACHKIE; AGBAS, 2021).

2.9 METABOLISMO DA BH4

A BH4 é um composto soluvel quimicamente definido como pterina, que
representa uma estrutura ciclica chamada de pteridina e que se encontra
conformando diversas vitaminas hidrossoluveis, como flavinas e acido folico.

A BH4 atua como cofator obrigatério para a atividade das enzimas
fenilalanina hidroxilase, tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase, as quais
catalisam as etapas iniciais da degradacgéao da fenilalanina no figado, assim como
as etapas limitantes da biossintese dos neurotransmissores dopamina e
serotonina. A BH4 é também essencial para a atividade de todas as isoformas
da enzima 6xido nitrico sintase (NOS).

As NOS sao responsaveis pela sintese de 6xido nitrico, tendo, portanto,
a BH4 também uma relevancia nos sistemas endotelial, cardiovascular e em
processos cognitivos (GHISONI et al., 2015b; LATINI et al., 2018). A BH4
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também é essencial para a atividade da enzima alquilglicerol monooxigenase
(AGMO), responsavel pelo metabolismo de éteres lipidicos (SAILER et al., 2021).

Os niveis fisiolégicos basais intracelulares de BH4 sdo estritamente
controladas, exigindo uma regulacdo sincronizada de sintese de BH4, através
de trés vias metabdlicas denominadas sintese de novo, de reciclagem e via de
recuperacao (Figura 1), que cooperam entre si para manter os niveis
intracelulares apropriados de BH4, os quais s&o sempre limitantes (PIRES et al.,
2020).

Figura 1 - Vias metabdlicas envolvidas na sintese de tetraidrobiopterina (BH4).
As concentragodes intracelulares de BH4 sao mantidas fisiologicamente através
da agao das vias metabdlicas de novo, de salvacéo e de reciclagem. GTP
(guanosina trifosfato); GTPCH (guanosina trifosfato ciclohidrolase I); PTPS (6-
piruvoil tetraidropterina sintase); SPR (sepiapterina redutase); BH2 (7,8-
dihidrobiopterina); DHFR (dihidrofolato redutase); PCD (pterina 4a-
carbinolamina dehidratase); qBH2 (q dihidrobiopterina); DHPR (dihidropteridina

reductase).
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Fonte: Adaptado e traduzido de (WIJEMANNE; JANKOVIC, 2015; PIRES et al., 2020).

2.10 VIA DE NOVO DA BH4

A sintese de novo da BH4 (Figura 1) inicia com a transformacao de GTP
em 7,8-diidroneopterina trifosfato pela catalise enzimatica da GTP cicloidrolase |
(GTPCH), enzima limitante da via (LEVINE et al., 1990). A seguir, a 6-piruvoil-
tetrahidropterina sintase (PTPS) converte este intermediario metabdlico em 6-
piruvoil-tetrahidropterina, para finalmente a sepiapterina redutase (SPR) gerar
BH4 (LATREMOLIERE et al., 2015).
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A GTPCH é controlada transcricionalmente por estimulos Inflamatérios
(FRANSCINI et al., 2003), fator de crescimento do nervo e peroxido de
hidrogénio (ISHII et al., 2005), entre outros. Enquanto a atividade de GTPCH
pode ser estimulada em até 100 vezes durante condi¢des inflamatdrias, a
atividade de PTPS e SPR encontra-se minimamente aumentada nas mesmas
condigées (WERNER et al., 1990). Assim, durante estados inflamatérios, a PTPS
torna-se a enzima limitante na biossintese de novo de BH4 (WERNER et al.,
1990), especialmente em mondcitos e macréfagos humanos. Dessa forma,
durante o estado inflamatério, a regulagao positiva de GTPCH excede a de PTPS
(a segunda etapa de sintese) gerando o acumulo de 7,8-diidroneopterina
trifosfato, que apds desfosforilacéo, é transformada de forma n&o enzimatica em
neopterina (HAGBERG et al., 2010).

2.11 VIA DE SALVAGAO

A enzima SPR presente na sintese de novo de BH4, também pode
participar na via de salvagao, catalisando a conversao de sepiapterina em BH2,
que entdo é transformada em BH4 pela DHFR (WERNER; BLAU; THONY,
2011). Nesta via a PTP pode ser transformada em intermediarios instaveis (1’-
hidroxi-2’-oxotetrahidropterina (1’-Oxo-TP) ou também chamado de 6-lactoil
tetrahidropterina pelas SPR que favorecem a formacao direta de BH4 ou a
formacgao nao enzimatica de sepiapterina, e desta em BH2 que sera convertida
em BH4 pela DHFR (BLAU; BONAFE; THONY, 2001; LATREMOLIERE et al.,
2015).

Dessa forma, a via de salvacao pode sintetizar BH4 mesmo na auséncia
de atividade da enzima SPR.

2.12 VIA DE RECICLAGEM
Durante a hidroxilagdo enzimatica dos aminoacidos aromaticos, o

oxigénio molecular é transferido para o aminoacido correspondente e BH4 é

oxidada a 4a-hidroxi-tetrahidrobiopterina, a partir da qual BH4 é regenerada por
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duas enzimas adicionais: pterina-4a-carbinolamina desidratase (PCD) e DHPR
(THONY; AUERBACH; BLAU, 2000).

A reciclagem enzimatica de BH4 (Figura 1) é parte essencial do sistema
de hidroxilagdo da fenilalanina para assegurar um fornecimento continuo do
cofator reduzido, e para evitar a acumulagao de metabdlitos nocivos produzidos
por rearranjo de 4a-hidroxitetrahidrobiopterina (BRACHER et al., 1998).

A terceira via que controla as concentragdes intracelulares BH4 é a via
de reciclagem. Aqui, a molécula de BH4 cede um par de elétrons para a
hidroxilagao de fenilalanina, tirosina e triptofano sendo oxidada em BH2, a qual
€ reciclada em BH4 a partir da enzima DHPR, (LATREMOLIERE et al., 2015),
tirosina e triptofano, apds hidroxilagdo, formam metabdlitos estaveis como o
acido homovanilico e o acido 5-hidroxi-indolacético que podem ser mensurados
no LCR (LONGO, 2009).

A via de reciclagem da BH4 acontece principalmente no figado, devido
a grande demanda de BH4 para a atividade da enzima fenilalanina hidroxilase,
0 que consequentemente acaba sendo importante para manter o conteudo
fisiolégico de BH4 nos demais tecidos do organismo, em especial do cérebro
(WERNER; BLAU; THONY, 2011).

2.13 CONSEQUENCIAS NA DEFICIENCIA DE BH4

Devido aos efeitos intracelulares positivos da BH4, sua deficiéncia pode
ser considerada um fator de risco para o desenvolvimento de doencgas crénicas
como obesidade, envelhecimento, doencas vasculares, doencas
neurodegenerativas, entre outras, que se caracterizam por inflamacgao, estresse
oxidativo e disfuncao mitocondrial (CRONIN et al., 2018; MARTINS et al., 2018;
FUJITA et al., 2020; LATREMOLIERE et al., 2015)

Em concordancia, niveis reduzidos de BH4 foram relatados no LCR,
sangue e cérebros postmortem de individuos afetados por doencas
neurodegenerativas comuns (SAWADA et al., 1987), como na desordem de
espectro autista (TANI et al., 1994).
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Outra consequéncia é o envolvimento da BH4 na doenga de Parkinson
ocorre principalmente por ser um cofator na sintese de dopamina tendo a enzima

SPR como contribuinte na patogénese (TOBIN et al., 2007).

2.14 EFEITOS DO EXCESSO DE BH4

Uma vez que a BH4 ¢ sintetizada e a propor¢cao BH4: BH2 adequada é
alcancada, as reacdes enzimaticas dependentes de BH4 sio estimuladas. No
entanto, quando niveis excessivos de BH4 sdo formados, isto é, durante a
inflamacéao ou ativacao de células T, BH4 e o subproduto de seu metabolismo,
neopterina, sado rapidamente liberados para o meio extracelular (CRONIN et al.,
2018; WERNER; BLAU; THONY, 2011).

O aumento patoldgico das concentragcées de BH4 na dor neuropatica foi
também descrito pelo nosso grupo de pesquisa, o qual demonstrou que a
administracao intratecal de BH4 per se é suficiente para induzir comportamento
nociceptivo em animais (TEGEDER et al., 2006).

Ainda, demonstrou que a sintese de BH4 aumenta em neurdnios
periféricos em resposta a lesdo neuropatica ou inflamacao, decorréncia da
regulacao positiva de enzimas de sintese (TEGEDER et al., 2006).

As concentracbes excessivas de BH4 sao produzidas por neurdnios
sensoriais axotomizados e por macréfagos que infiltram nervos danificados e o
tecido inflamado, contribuindo para a indugdo da hipersensibilidade a dor
neuropatica e inflamatoria (LATREMOLIERE et al., 2015).

A fim de estudar o potencial terapéutico da inibicdo da via da BH4, nosso
grupo também demonstrou que ao inibir a enzima SPR, enzima também
envolvida na biossintese de BH4, as concentragdes intracelulares excessivas de
BH4 sao diminuidas, sem induzir efeitos adversos como falhas na vasodilatacao
Oou na neurotransmissao que poderiam decorrer da completa inibicdo da
produgéo de BH4 (LATREMOLIERE et al., 2015).

Ainda nosso grupo demonstrou, que a inibigdo da enzima SPR leva a um
acumulo do precursor metabdlico da sepiapterina (LATREMOLIERE et al.,

2015), fato que ocorre também em pacientes portadores do erro inato do de



37
tratamento na pratica clinica, principalmente nos individuos acometidos por dor
cronica (FUJITA et al., 2020).

Além da relacéo direta do aumento nas concentragbes de BH4 com a
geragao de dor, descobertas mais recentes em nosso laboratério demonstram
que a BH4 é um regulador-chave essencial para a ativagéo, proliferacao e
infiltracdo de células T (CRONIN et al., 2018).

A inibicdo da sepiapterina redutase reduz a dor associada a inflamacgao
articular, mostrando assim sua potencial utilidade como uma estratégia
analgésica para dor articular inflamatéria (FUJITA et al., 2020).

Niveis aumentados de neopterina também foram associados
independentemente com maior mortalidade em individuos com insuficiéncia
hepatica crénica agudizada na internagéo, reforgando a relevancia da ativagao
de macréfagos no desenvolvimento e progressdo da doenca, e indicam que a
neopterina pode ser uma opg¢ao adequada para abordar o fendmeno de ativagao
de macrofago na pratica clinica (MATIOLLO et al., 2020).

Recentemente nosso grupo de pesquisa mostrou que a inibigdo do gene
GTP ciclohidrolase | (GCH1) em células T CD4/CD8 reduziu a ativacdo dessas
células imunes, enquanto a hiperativagao da via da BH4 promoveu a ativagao
dos linfécitos T CD4/CD8, evidenciando o papel essencial da BH4 para a
proliferagdo e capacidade dessas células imunoldgicas de infiltrar tecidos
(CRONIN et al., 2018).metabolismo onde ha deficiéncia na produgao da proteina
ou na atividade enzimatica de SPR (BLAU; BONAFE; THONY, 2001).

A deteccdo de sepiapterina nos fluidos biolégicos poderia ser
empregada para acompanhar o grau de inibicdo da atividade enzimatica,

transformando esse metabdlito em um biomarcador muito sensivel da eficacia

2.15 EFEITOS DA BH4 E O SNC

A energia produzida a partir do metabolismo celular aerdbico gera
radicais livres e o desequilibrio entre a producao desses e sua eliminagao leva
ao estresse oxidativo, contribuindo para a lesao de proteinas e DNA, inflamacéo,

tecidos danos e subsequente apoptose celular (PISOSCHI; POP, 2015).
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Os neurbnios tém uma demanda alta de energia, grande numero de
mitocondrias e sao suscetiveis a danos mediados por espécies reativas de
oxigénio e sdo as mais vulneraveis as alteragbes que envolvem disfuncéo
mitocondrial. Ao lado de fatores ambientais e genéticos, a oxidagédo contribui
para o aparecimento de diversas patologias como como ELA, doenca de
Alzheimer e Doenca de Parkinson (PISOSCHI; POP, 2015).

Estudos de nosso grupo demonstraram que o cofator BH4 e o derivado
metabadlico neopterina apresentam efeito modulador positivo sobre o processo
de formagao da memoéria hipocampal (GHISONI et al., 2016; LATINI et al., 2018).

Esse efeito, foi atrelado a outras propriedades descritas para esta via
metabdlica em sistemas pré-clinicos, com a ativagdo do sistema antioxidante
(GHISONI et al., 2015b; GHISONI, 2016; LATINI, 2015), a ativacédo da funcao
mitocondrial (MARTINS et al., 2018), e atividade anti-inflamatéria (GHISONI et
al., 2016).
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3 HIPOTESE

As concentracdes reduzidas dos metabdlitos da via metabdlica da BH4
podem ser identificadas em fluidos biolégicos de individuos acometidos por ELA.
Devido a importancia da resposta inflamatéria patolégica na ELA, em que
mediadores inflamatérios promovem um estado de estresse oxidativo e que a
BH4 apresenta atividade antioxidante e sustenta a atividade mitocondrial,
hipotetiza-se que baixas concentragdes de BH4 possam ser identificadas
precocemente em pacientes acometidos pela doenga, antes dos sintomas
estarem instalados, e possam ser um marcador na predicdo da progressao da

mesma.



40
4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o metabolismo da BH4 em fluidos bioldgicos de individuos
acometidos por ELA com o intuito de identificar um biomarcador sensivel e

especifico que possa determinar a presenca da doenca.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)Definir clinicamente individuos afetados por ELA mediante a
mensuragao de:

a.1.Dados demograficos e socioeconémicos incluindo sexo, idade,
cidade de domicilio, estado civil, cor de pele referida pelo participante,
escolaridade, abuso de alcool e tabagismo;

a.2. Dados clinicos, como data e idade de inicio dos sintomas, tempo do
inicio dos primeiros sintomas até o momento do diagndstico, duragdo da doenga,
sintomas de ventilacio como de dispneia de esforco, despertares
noturnos, sonhos vividos, cefaleia matinal, sonoléncia diurna e fadiga presenca
de caimbras, primeiros sintomas relatados, classificacdo em fendétipos clinicos
de ELA deinicio bulbar e ELA de inicio espinhal, categorizagdo em ELA de inicio
cervical, ELA de inicio lombar, ELA de inicio bulbar, esclerose lateral primaria,
atrofia muscular progressiva, sindrome de flail leg, sindrome de flail arm, ELA
com deméncia frontotemporal e sindrome ELA plus com sinais extrapiramidais,
histéria de consanguinidade dos pais, histérico familiar de ELA, utilizagdo de
riluzol, exames complementares como ressonancia magnética de encéfalo e de
coluna cervical, eletroneuromiografia (ENMG), espirometria e polissonografia,
utilizagao de gastrostomia e de ventilagdo nao-invasiva Bilevel Positive Pressure
Airway (BiPAP), ventilagcdo mecénica e traqueostomia;

a.3. Aplicacdo de escalas e instrumentos de medida: indice de massa
corporal (IMC), critérios de Awaji-Shima, escala de estado de saude da ELA
(ALSHSS), escala de avaliagdo funcional revisada da ELA para a lingua
portuguesa amyotrophic lateral sclerosis functional rating scale - revised —
(ALSFRS-R/BR), questionario de avaliagdo de qualidade de vida da ELA
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amyotrophic lateral sclerosis assessment questionnaire (ALSAQ-40/BR), escala
de sonoléncia diurna de Epworth e MFFQ;

a.4. Mensuragao de exames bioquimicos e as principais mutagoes
génicas em ELA.

b) Determinar as concentragdes do metabdlito da via de sintese de BH4,
a neopterina, no plasma de individuos acometidos por ELA.

c) Correlacionar as concentragdes de neopterina com os dados clinicos
dos individuos afetados por ELA.

d) Determinar a sensibilidade e especificidade da neopterina plasmatica

como classificador de individuos acometidos por ELA.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Este estudo foi do tipo transversal, em individuos com o diagndstico de
ELA, selecionados ao longo de 22 meses (03/2020-01/2022).

5.2 POPULAGAO

O estudo esteve constituido por individuos residentes no Brasil com

idade minima de 18 anos e que atendiam aos critérios de elegibilidade.

5.3 SELEGAO DE PARTICIPANTES

5.3.1 Participantes afetados por ELA

Os participantes de este estudo foram conformados por individuos
afetados por ELA que realizavam acompanhamento regular no ambulatério de
Doencas Neuromusculares do Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani
de Sao Thiago (HUPEST), na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Florianopolis — Santa Catarina. Todos os participantes foram diagnosticados
clinicamente com ELA segundo os critérios de Awaji-Shima (DE CARVALHO et
al., 2008) [revisados a partir dos critérios de El Escorial, 1994 (BROOKS, 1994)
e atualizados em 2000 (BROOKS et al., 2000) (BROOKS et al., 2000)]. Os
participantes preencheram os critérios para ELA clinicamente definida,
clinicamente provavel ou clinicamente possivel (ver Tabela 6).

Devido a este projeto de mestrado ter sido executado durante o curso da
pandemia global do COVID-19 (do Inglés, Coronavirus Disease 2019), doenga
infecciosa causada pelo SARS-CoV-2 (do Inglés, Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2) (WHO, 2021), ocorreram alguns empecilhos, como o
fechamento dos todos os laboratérios do centro de ciéncias biolégicas da UFSC,
incluindo o de bioenergética e estresse oxidativo (LABOX), bem como o
laboratério de analises clinicas do HUPEST, prejudicando a coleta e analise de

materiais para pesquisas cientificas desde margo de 2020 até julho de 2021.
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As reaberturas destas unidades aconteceram no segundo semestre do
ano de 2021, com restrigdes quanto ao numero de pessoas circulantes naqueles
ambientes. As realizagdes das coletas dos materiais bioldgicos dos participantes
puderam ser iniciadas em agosto de 2021. Desta forma, s6 foi possivel realizar
uma unica avaliagdo por participante.

Outro fato relevante em decorréncia da pandemia global do COVID-19
no desenvolvimento deste estudo, foi a constatagcao de 6bito de cerca de 50 %
dos participantes em acompanhamento ambulatorial no servico acima
mencionado, resultando em doze individuos que permaneceram em seguimento.
Esses individuos, apos explicagado sobre os objetivos desta pesquisa, aceitaram
em participar deste estudo. Contudo, foi necessario intensificar a publicizacao do
presente estudo a outros setores, tendo sido divulgado dentro da comunidade
académica e médica, como em grupos de médicos via aplicativo de WhatsApp,
por correio eletrdnico institucional a entidades filantropicas e associagdes de
pacientes relacionadas a ELA, a todos os farmacéuticos das farmacias-escola
estaduais vinculados a Secretaria Estadual de Saude Santa Catarina, bem como
pelo website da UFSC através do link de acesso

https://pode.ufsc.br/interno/ofertas/anuncio/avaliacao-clinica-bioquimica-e-

epidemiologica-de-pacientes-com-esclerose-lateral-amiotrofica-atendidos-no-

hospital-universitario.

Simultaneamente, foi solicitado formalmente a diretoria de assisténcia
farmacéutica (DIAF) uma lista dos pacientes acometidos por ELA que utilizavam
medicamento riluzol. A DIAF esta vinculada a Secretaria do Estado da Saude de
Santa Catarina, e tem a funcéo de avaliar processos de solicitagao, bem como a
dispensacdo do medicamento riluzol, farmaco destinado ao tratamento de
individuos portadores da ELA.

Partindo do pressuposto de nao existir dados sobre a estatistica de
incidéncia e prevaléncia da ELA no estado de Santa Catarina, e a DIAF
concentrar a liberagdo desta medicacdo a todos os pacientes residentes no
estado, a relagao dos individuos que estavam em uso de riluzol seria a estimativa
mais aproximada que poderia ser obtida com este objetivo. A base de dados da
DIAF esta composta por dados de identificagcdo pessoal, incluindo o nome
completo do paciente, data de nascimento, cidade de domicilio, telefone e/ou

endereco eletrénico, situacdo do processo e data da ultima dispensacido de


https://pode.ufsc.br/interno/ofertas/anuncio/avaliacao-clinica-bioquimica-e-epidemiologica-de-pacientes-com-esclerose-lateral-amiotrofica-atendidos-no-hospital-universitario
https://pode.ufsc.br/interno/ofertas/anuncio/avaliacao-clinica-bioquimica-e-epidemiologica-de-pacientes-com-esclerose-lateral-amiotrofica-atendidos-no-hospital-universitario
https://pode.ufsc.br/interno/ofertas/anuncio/avaliacao-clinica-bioquimica-e-epidemiologica-de-pacientes-com-esclerose-lateral-amiotrofica-atendidos-no-hospital-universitario
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riluzol. Por intermédio desta base de dados, obteve-se um total de 560 individuos
cadastrados entre o periodo de 01/06/2010 a 25/10/2021, conforme discriminado
no fluxograma da Figura 3. Estes sujeitos estavam distribuidos entre 140
municipios do Estado de Santa Catarina, representando 47,5 % do total dos
municipios catarinenses.

A Figura 2 representa a distribuicdo do numero de individuos por
municipio de domicilio no estado de Santa Catarina em uso de riluzol entre os
anos de 2010 a 2021, na Figura 4 mostra o mapa de acordo com a distribuicdo
geografica e na Tabela 1 a distribuicdo da quantidade de individuos com ELA em

uso de riluzol por municipio neste periodo.

Figura 2 - Numero e distribuicdo dos individuos por municipio do estado de
Santa Catarina em uso de riluzol entre os anos de 2010 a 2021.
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Fonte: Adaptado de DIAF, em 26 de outubro de 2021.
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Figura 3 - Fluxograma do processo de recrutamento de participantes afetados por esclerose lateral amiotréfica no estado de Santa
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Figura 4 - Individuos diagnosticados com esclerose lateral amiotréfica (ELA) em uso de riluzol de acordo com a base de dados da
DIAF (diretoria de assisténcia farmacéutica). No mapa se apresenta o numero de individuos em uso de riluzol entre os anos de
2010 a 2021, e a distribuicdo geografica por municipio do estado de Santa Catarina.

......

i

Fonte: Adaptado de DIAF, em 26 de outubro de 2021.
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Tabela 1- Distribuicdo dos sujeitos de estudo de acordo com o municipio de
residéncia no estado de Santa Catarina.

N° N N° N° . N°
Municipio Municipio Individuos  Municipio Municipio Individuos
1 Agrondémica 1 48 Guaramirim 6
2 Aguas Mornas 1 49 Ibirama 2
3 Alto Bela Vista 1 50 Igara 2
4 Araquari 1 51 Ilhota 3
5 Ararangud 5 52 Imarui 2
6 Aurora 1 53 Imbituba 5
7 Balneario Camborit 20 54 Imbuia 1
8 Balneario Gaivota 2 55 Indaial 10
9 Barra Velha 3 56 Itajai 25
10 Benedito Novo 1 57 Itapema 2
11 Biguagu 4 58 Itapoa 2
12 Blumenau 31 59 Ituporanga 1
13 Bom Retiro 1 60 Jacinto Machado 1
14 Bombinhas 1 61 Jaguaruna 1
15 Botuvera 2 62 Jaragua do Sul 8
16 Brusque 9 63 Joagaba 2
17 Cagador 5 64 Joinville 45
18 Camboritl 4 65 José Boiteux 1
19 Campo Alegre 1 66 Lacerdopolis 1
20 Campos Novos 1 67 Lages 14
21 Canoinhas 2 68 Laguna 2
22 Capao Alto 1 69 Lajeado Grande 2
23 Capinzal 3 70 Laurentino 1
24 Capivari de Baixo 2 71 Lauro Muller 1
25 Catanduvas 1 72 Lebon Régis 1
26 Chapecd6 21 73 Linddia do Sul 2
27 Cocal do Sul 1 74 Lontras 2
28 Concordia 5 75 Luiz Alves 1
29 Coronel Freitas 2 76 Mafra 7
30 Cricitima 25 77 Maracaja 1
31 Cunha Pora 3 78 Maravilha 1
32 Curitibanos 5 79 Massaranduba 4
33 Descanso 2 80 Modelo 1
34 Doutor Pedrinho 1 81 Mondai 2
35 Erval Velho 1 82 Monte Carlo 1
36 Faxinal dos Guedes 1 83 Morro da Fumaga 3
37 Florianépolis 47 84 Navegantes 5
38 Forquilhinha 1 85 Nova Trento 2
39 Fraiburgo 1 86 Nova Veneza 3
40 Frei Rogério 1 87 Ouro 1
41 Galviao 1 88 Palhoca 12
42 Garopaba 1 89 Palmitos 1
43 Garuva 1 90 Papanduva 2
44 Gaspar 8 91 Penha 1
45 Governador Celso 3 92 Peritiba 1

Ramos
46 Gravatal 2 93 Pigarras 4
47 Guabiruba 3 94 Piratuba 2
95 Ponte Serrada 3 119 Schroeder 2
96 Porto Belo 1 120 Seara 3
97 Pouso Redondo 2 121 Serra Alta 1
98 Presidente Castello 1 122 Sideropolis 1

Branco
99 Rio do Campo 1 123 Sombrio 2
100 Rio do Sul 6 124 Taid 2
101 Rio dos Cedros 3 125 Tangara 2
102 Rodeio 1 126 Tijucas 5
103 Salete 1 127 Timbo 2
104 Saltinho 2 128 Treze de Maio 1
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105 Santa Cecilia 1 129 Treze Tilias 2
106 Santo Amaro da 3 130 Tubario 9
Imperatriz

107 Sao Bento do Sul 6 131 Tunapolis 1
108 Sao Carlos 1 132 Turvo 1
109 Sdo Domingos 1 133 Urubici 2
110 Sdo Francisco do Sul 1 134 Urupema 1
111 Sao Jodo Batista 3 135 Urussanga 2
112 Sdo Joaquim 1 136 Videira 3
113 Sdo José 21 137 Vitor Meireles 1
114 Sao Lourengo Oeste 2 138 Xanxeré 6
115 Sao Ludgero 2 139 Xaxim 4
116 Sdo Martinho 1 140 Zortéa 1
117 Sao Miguel d Oeste 1

118 Sdo Pedro Alcantara 1

Total 560

Fonte: Adaptado de DIAF, em 26 de outubro de 2021.

Contudo, esta lista inicial ndo seria a verdadeira base populacional que
potencialmente poderia ser objeto de pesquisa. Deste modo, foi necessario
aplicar alguns critérios que levaram em consideragéo diversos aspectos como a
fisiopatologia da doencga, o tempo médio de vida do enfermo e os aspectos
socios-econbmicos que poderiam resultar ou ndo na efetiva participagdo no
estudo. A partir dos processos selecionados, constatou-se que o prazo de mais
de uma década de dispensacao da medicagao poderia nao refletir a possibilidade
do sujeito estar vivo, pois, em virtude da evolugdo da doenca e a perda
progressiva de sua capacidade funcional e autocuidado, menor seria a
probabilidade de poderem participar da pesquisa.

Ainda, considerando o tempo médio de sobrevida de trés a cinco anos
apos o diagnostico, a taxa de sobrevivéncia de 25 % em pacientes com mais de
cinco anos de diagndstico, o fato de nao haver rigor na atualizagdo cadastral
estadual e a eventualidade de 6bito neste interim que nao foi informado pela
familia ao DIAF, tal cadastro poderia nao representar fidedignamente a
realidade.

Devido a essa limitagédo, definiu-se um segundo critério baseado na
selecao de individuos que tivessem realizado a dispensacao do riluzol a partir de
01/01/2020. Essa definicao resultou na exclusdo de 271 cadastros adicionais
que apresentavam a data da ultima dispensagao anterior a 01/01/2020,
perfazendo, ao final, 222 individuos elegiveis.

A Figura 5 representa o mapa de acordo com a distribuigcdo geografica

do numero de individuos por municipios de domicilio destes 222 individuos e na
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Tabela 2 a distribuicdo da quantidade de individuos com ELA em uso de riluzol
por municipio neste periodo. Estes sujeitos estavam distribuidos em 83
municipios catarinenses, representando 28,1 % de todos os municipios do
estado.

Os dados obtidos foram separados por mesorregides do estado de Santa
Catarina, com o anseio de otimizar os trabalhos de contatar os individuos a

participarem de forma voluntaria no presente estudo.
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Figura 5 - Individuos diagnosticados com esclerose lateral amiotréfica (ELA) em uso de riluzol de acordo com a base de dados de
a diretoria de assisténcia farmacéutica (DIAF). No mapa se apresenta o numero de individuos em uso de riluzol no periodo
01/01/2020 a 25/10/2021, e a distribuigdo geografica por municipio do estado de Santa Catarina.

Fonte: Adaptado de DIAF, em 26 de outubro de 2021.
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Tabela 2 - Distribuigdo dos 222 individuos com ELA em uso de riluzol por
municipio de domicilio no estado de Santa Catarina no periodo de 01/01/2020

a 25/10/2021.

N° C . N° N° C L. N°
Municipio Municipio Individuos  Municipio Municipio Individuos
1 Agrondmica 1 44 Luiz Alves 1
2 Aguas Mornas 1 45 Mafra 2
3 Alto Bela Vista 1 46 Maravilha 1
4 Ararangua 1 47 Massaranduba 1
5 Balneario Camboriu 7 48 Modelo 1
6 Barra Velha 1 49 Mondai 2
7 Biguacu 1 50 Morro da Fumaga 1
8 Blumenau 10 51 Navegantes 3
9 Bombinhas 1 52 Palhoca 5
10 Brusque 4 53 Palmitos 1
11 Cagador 4 54 Penha 1
12 Camboritl 2 55 Peritiba 1
13 Capinzal 2 56 Piratuba 1
14 Catanduvas 1 57 Ponte Serrada 2
15 Chapecd6 13 58 Presidente Castello 1

Branco
16 Concordia 3 59 Rio dos Cedros 2
17 Coronel Freitas 2 60 Saltinho 2
18 Criciima 13 61 Santo Amaro da Impe 1
19 Cunha Pora 3 62 Sdo Bento do Sul 1
20 Descanso 1 63 Sdo Jodo Batista 1
21 Erval Velho 1 64 Sao José 9
22 Floriandpolis 27 65 Sao Lourenco d Oeste 2
23 Frei Rogério 1 66 Sdo Martinho 1
24 Galvéo 1 67 Sdo Miguel d Oeste 1
25 Gaspar 3 68 Sao Pedro de Alcantara 1
26 Governador Celso 3 Schroeder 1
69
Ramos

27 Gravatal 1 70 Seara 1
28 Ibirama 1 71 Serra Alta 1
29 Igara 1 72 Sombrio 1
30 Imarui 2 73 Taid 2
31 Imbituba 5 74 Tangara 2
32 Indaial 5 75 Tijucas 1
33 Itajai 13 76 Timbo 2
34 Itapema 1 77 Treze de Maio 1
35 Itapoa 1 78 Treze Tilias 1
36 Jacinto Machado 1 79 Tubarao 2
37 Joinville 9 80 Turvo 1
38 Lacerdopolis 1 81 Urussanga 1
39 Lages 1 82 Videira 1
40 Lauro Muller 1 83 Xanxeré 6
41 Lebon Régis 1

42 Lindéia do Sul 1

43 Lontras 1

Total 222

Fonte: Adaptado de DIAF, em 26 de outubro de 2021.

Nessa linha de trabalho, constatou-se que dos 222 individuos elegiveis
contatados um montante de 185 foram excluidos da lista devido aos seguintes
motivos: tentativa frustrada de contato (n = 78); auséncia de contato telefénico
e/ou e-mail no cadastro (n = 41); individuos restritos ao leito (n = 19);

impossibilidade de deslocamento (n = 17); ébitos (n = 15); recusa em participar
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(n = 10); sem condic¢des financeiras de deslocamento (n = 2) e impossibilidade
devido a outras doencgas (n = 3) (ver fluxograma; Figura 1).

Ao final de todas as exclusdes relatadas, obteve-se um total de 27
individuos que qualificaram para inclusdo no presente estudo. Desta forma, 37
participantes foram incluidos no presente estudo. 10 provenientes do HUPEST
e 27 advindos da busca ativa relatada no texto acima do HUPEST e 27 advindos
da busca ativa relatada acima. Os 37 participantes residiam em 17 municipios
distintos, representando 5,8 % do total das cidades do estado.

Os 37 participantes residiam em 17 municipios distintos, representando
5,8 % do total das cidades do estado.

Dentro desta amostra, e tendo em vista o levantamento da subpopulacao
de individuos acamados mencionados anteriormente, um total de 8 advieram da
regido da grande Floriandpolis e por conseguinte, obteve-se éxito no contato com
5 sujeitos, que nao tinham condi¢des de deslocamento até o HUPEST.

Assim, diante dessa dificuldade, tivemos que implementar outra forma
de avaliar os individuos, e desta forma 3 dos 5 participantes aceitaram o convite
e consentiram na realizagcdo de uma entrevista e coleta de exames domiciliar,

realizada pela equipe do LABOX.

5.3.2 Voluntarios saudaveis

O grupo controle, pareado por sexo e idade, foi constituido por
voluntarios saudaveis provenientes da cidade de Floriandpolis, Santa Catarina,
Brasil.

Os participantes apresentaram indice de massa corporal (IMC) menor
que 25, nao relataram queixa de dor crbnica, ndo apresentaram histéria prévia
de doencas neuropsiquiatricas, de condicbes cronicas inflamatdrias ou
autoimunes, nao apresentaram historia de internagao, de cirurgia, de doencgas
infectocontagiosas, ou de uso de anti-inflamatérios e antibiéticos por mais de trés
dias nos ultimos trés meses; sem gestagao ou puerpério nos ultimos seis meses,
e sem historia de neoplasia nos ultimos doze meses.

Todos os voluntarios saudaveis assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Cada voluntario coletou amostras de sangue e urina

no laboratério de analises clinicas no HUPEST.
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5.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

5.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos individuos com diagnostico de ELA, definidos pelos
critérios de Awaji-Shima em ELA clinicamente definida, clinicamente provavel ou
clinicamente possivel. Participantes com variantes de atrofia muscular
progressiva, esclerose lateral primaria, sindrome de Flail Leg e Flail Arm, ELA
com DFT e sindrome ELA plus com sinais extrapiramidais também foram
incluidos. Os individuos tinham idade maior ou igual 18 anos, aceitaram
participar do estudo e assinaram o TCLE por conta prépria (ou por seu
representante legal) (Apéndice A), aprovado pelo comité de ética em pesquisa
em seres humanos (CAAE: 74845217.6.0000.0121) (Apéndice B).

5.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos individuos que nao preencheram os critérios de
inclusdo, os menores de 18 anos (para evitar a classificagdo incorreta com
doencas de neurdnios motores de inicio juvenil), recusa em participar, e
individuos com quaisquer outras condigdes médicas, psiquiatricas ou sociais que

sabidamente pudessem mimetizar o diagndstico.

5.5 AVALIACAO CLINICA E COLETA DE DADOS

5.5.1 Aplicagao de questionario

Durante a entrevista, os participantes foram questionados sobre os
dados demograficos e socioecondémicos incluindo sexo, idade, cidade de
domicilio, estado civil, cor de pele referida pelo participante, escolaridade, abuso
de alcool e tabagismo.

Todos os questionamentos foram baseados em questionario apropriado
e ja estabelecido (Apéndice C). Em relagao aos dados clinicos, os participantes
foram indagados sobre a data e idade de inicio dos sintomas, bem como a data

do diagndstico.



54

O tempo do inicio dos primeiros sintomas até o momento do diagndstico
foi calculado como o total de meses a partir do primeiro més e ano em que o
participante identificou o primeiro sintoma até o més do diagndstico, noticiado
pelo neurologista assistente. Enquanto que a duragédo da doenga foi computada
como o total de meses a partir do primeiro més e ano em que o participante
identificou a primeira queixa até o dia da entrevista deste estudo.

Na abordagem dos sintomas de ventilagdo, os participantes foram
questionados sobre a presengca de dispnéia de esforco, despertares
noturnos, sonhos vividos, cefaléia matinal, sonoléncia diurna e fadiga. Os
participantes foram ainda indagados sobre a presenca, local de acometimento e
duracdo (em meses) de caimbras, e quais foram os primeiros sintomas relatados.

Os participantes foram classificados em ELA de inicio bulbar e ELA de
inicio espinhal de acordo com o local da apresentacéo inicial dos sintomas. Em
relacao as caracteristicas clinicas, os participantes foram categorizados em ELA
de inicio cervical, ELA de inicio lombar, ELA de inicio bulbar, esclerose lateral
primaria, atrofia muscular progressiva, sindrome de flail leg, sindrome de flail
arm, ELA com deméncia frontotemporal (DFT) e sindrome ELA plus com sinais
extrapiramidais, ao diagnostico e na atualidade.

Os participantes foram também questionados sobre consanguinidade
dos pais com a finalidade de se obter o historico familiar de ELA, a utilizagao de
riluzol, e a disponibilidade de estudos prévios e complementares como, por
exemplo, de ressonancia magnética de encéfalo e de coluna cervical, ENMG,
espirometria e polissonografia.

Finalmente, os participantes foram questionados sobre a utilizacdo de
gastrostomia e de ventilagdo nao-invasiva (BiPAP), ventilagdo mecanica e

traqueostomia.
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5.5.2 Aplicacao de escalas

As seguintes escalas, questionarios e medidas foram aplicados para a
caracterizagao clinica dos participantes acometidos por ELA: o IMC, os critérios
de Awaji-Shima (Anexo A), escala de estado de saude da ELA (ALSHSS) (Anexo
B), escala de avaliagao funcional revisada da ELA para a lingua portuguesa
(amyotrophic lateral sclerosis functional rating scale -revised — (ALSFRS-R/BR)
(Anexo C), questionario de avaliagdo de qualidade de vida da ELA amyotrophic
lateral sclerosis assessment questionnaire (ALSAQ-40/BR) (Anexo D), escala de
sonoléncia diurna de Epworth (Anexo E) e questionario de frequéncia alimentar

mecanizada (mechanized food-frequency questionnaire — MFFQ) (Anexo F).

5.5.2.1 IMC

O IMC é uma medida internacional usada para calcular se uma pessoa
esta no peso ideal. O peso e a estatura sdo mensurados para obter o IMC, o qual
€ calculado por meio da equacéo peso em quilogramas dividido pela altura em
metros ao quadrado) (WHO, 1986), e classificados em baixo, normal sobrepeso,
e obeso (Tabela 3). A determinacdo do IMC é necessaria para controlar e

quantificar a perda de peso ao longo do curso da doencga.

Tabela 3 - Classificagdo do indice de massa corporal (IMC) segundo a
Organizacdo Mundial de Saude

IMC Classificagcao

<18,5 Abaixo do peso normal
18,5-24,9 Peso normal
25-29,9 Sobrepeso
30,0-34,9 Obesidade classe |

35,0 - 39,9 Obesidade classe Il (severa)
240,0 Obesidade classe Il (mérbida)

Fonte: WHO, 1986.

5.5.2.2 Critérios de Awaji-Shima

Os critérios de Awaji-Shima foram utilizados para classificar os
participantes em diferentes categorias diagndsticas. As categorias clinicas de

ELA clinicamente definitiva, clinicamente provavel, clinicamente provavel com
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suporte laboratorial e possivel, foram baseadas nos critérios de El Escorial,

primeiramente redigido em 1994 (BROOKS, 1994) e revisado pelos critérios de
Airlie House, ou El Escorial modificado (BROOKS et al., 2000). Em 2006, numa

conferéncia em Awaji no Japao, debateram-se os critérios diagndsticos da ELA

e a importancia dos achados eletrofisiologicos.

O algoritmo de Awaiji acrescentou aos critérios a presenga de potenciais

de fasciculagbes achados na eletromiografia como sendo representativos de

desnervagdo aguda, complementando os achados clinicos de desnervagao

cronica. Desta forma, redefiniram-se as categorias diagnosticas em:

ELA clinicamente definitiva: Evidéncia clinica ou
eletrofisiologica de atingimento do NMS e NMI na regido bulbar
e em pelo menos duas regides medulares; ou a presenca de
sinais de atingimento do NMS e do NMI em trés regides
medulares;

ELA clinicamente provavel: Evidéncia clinica ou
eletrofisiologica de atingimento do NMS e NMI em pelo menos
duas regibes com alguns sinais de atingimento do NMS
necessariamente mais superiores aos do NMI; e

ELA clinicamente possivel: Evidéncia clinica ou
eletrofisiologica de atingimento do NMS e NMI em apenas uma
regido; ou sinais de atingimento do NMS isolado em duas ou
mais regides; ou sinais de atingimento do NMI mais superiores
aos do NMS (CARVALHO et al., 2008).

5.5.2.3 Escala ALSHSS

A escala ALSHSS categoriza os pacientes em quatro subgrupos de

gravidade.

Estado | (leve): O déficit & visto em apenas uma das trés regides
(fala, brago ou perna) e o paciente € funcionalmente
independente na fala, atividades de extremidade superior da
vida diaria e deambulagao.

Estado Il (moderado): O déficit é visto em todas as trés regides
ou déficit moderado a severo em uma regido enquanto as outras
duas regides sdo normais ou ligeiramente afetadas.

Estado lll (grave): O paciente necessita de assisténcia em duas
ou trés regides: a fala é disartrica e/ou o paciente necessita de
assisténcia para caminhar e / ou com atividades de extremidade
superior da vida diaria.

Estado IV (terminal): Uso nao-funcional de pelo menos duas
regides e uso moderado ou nao funcional da terceira regido
(RIVIERE et al., 1998).
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5.5.2.4 Escala ALSFRS-R/BR

A ALSFRS-R/BR €é um sistema de pontuagcdo para avaliar a
incapacidade funcional. A escala compreende doze subescalas que sao
categorizadas em quatro dominios, incluindo bulbar, motricidade fina,
motricidade bruta/tronco e fungao respiratéria. Cada subescala € pontuada de 0
(incapaz de fazer) a 4 (fungédo normal), e a pontuacgao total € entre 0 e 48, sendo

gue numeros mais altos indicam menor incapacidade (GUEDES et al., 2010).
5.5.2.5 Questionario ALSAQ-40/BR

Como instrumento de avaliagdo da qualidade de vida foi utilizado o
ALSAQ-40/BR. Trata-se de um questionario de qualidade de vida especifico para
a populacao afetada por ELA, com adaptagao transcultural para a populagéo
brasileira (PAVAN et al., 2010). O questionario € autoaplicavel, validado e
especifico para individuos com ELA, sendo composto por 40 questdes
subdivididas em cinco dominios, com itens especificos para cada um. O objetivo
deste questionario € mostrar a extensdo do estado da doenga em cada um dos
cinco dominios. 1 - Mobilidade (10 itens), 2 — Atividades de vida diaria (10 itens),
3 — Alimentacao e degluticao (3 itens), 4 - Comunicacgao (7 itens) e 5 - Aspectos
emocionais (10 itens). Para cada item ha cinco possibilidades de resposta:

M LT L IS

‘nunca”, “raramente”, “as vezes”, “frequentemente” e “sempre”.

A pontuacido da escala varia entre 0 e 100 dentro de cada dominio,
sendo realizado um calculo matematico em cada dominio. Uma pontuacéo de 0
a 19 em um dominio significa que o paciente ndo apresenta dificuldade; 20 a 39,
raramente apresenta dificuldade; 40 a 59, as vezes apresenta dificuldade; 60 a
79, frequentemente apresenta dificuldade; e 80 a 100 sempre apresenta
dificuldade. Dessa forma, o questionario informa que quanto mais préximo de
zero, melhor a qualidade de vida e quanto mais proximo de cem, mais

comprometida a qualidade de vida.
5.5.2.6 Escala de sonoléncia diurna de Epworth

A Escala de sonoléncia de Epworth trata-se de um questionario

autoaplicavel que avalia a probabilidade de adormecer em oito situagdes



58

envolvendo atividades diarias, algumas delas conhecidas como sendo altamente
soporificas. O escore global varia de 0 a 24, sendo que os escores acima de 10
sugerem o diagndstico da sonoléncia diurna excessiva (BERTOLAZI et al.,
2009).

5.5.2.7 Questionario de frequéncia alimentar mecanizada (Mechanized food-

frequency questionnaire — MFFQ)

Este questionario foi adaptado do artigo de revisdo de questionarios
desenvolvidos e validados para a populagéo brasileira (PEDRAZA; MENEZES,
2015). Tais modificagdes estdo de acordo também com futuros estudos
envolvendo a determinagdo do metatranscriptoma de microrganismos na saliva
dos participantes. Este foi constituido por perguntas abertas e fechadas,
divididos em trés topicos. No primeiro, foi indagado se o participante seguiu
alguma dieta especifica no ultimo més (antes da entrevista) e/ou nos ultimos 5
anos, com listagem de 14 diferentes tipos de dieta (para mais detalhes ver anexo
F), com espago para assinalar as que tinha realizado. Em seguida, a questao
abordada foi se realizou dieta de eliminagao no ultimo més e/ou nos ultimos cinco
anos, e abaixo, um campo de texto livre para preenchimento.

O segundo topico teve um espaco para que os entrevistados relatassem
alimentos que evitou. Por ultimo, no terceiro tépico foi perguntada a frequéncia
que consumiu alguns tipos de alimentos, agrupados segundo suas
caracteristicas nutricionais, que resultou em uma lista com onze itens
alimentares, incluindo carne vermelha, aves, peixes, laticinios, por¢ado de
vegetais, frutas, fast food, sobremesas ou lanches doces, bebidas doces,
alimentos fritos e bebidas alcodlicas. Quanto a frequéncia, os participantes
informavam se nunca consumiam, se consumiam 1 a 3 vezes/semana ou mais

que 3 vezes/semana, nas duas ultimas semanas anteriores a entrevista.
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5.6 DETERMINACAO DE MARCADORES GENETICOS E BIOQUIMICOS
NOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

5.6.1 Determinagao dos exames genéticos

O painel de exames genéticos foi realizado com o apoio do programa de
testes genéticos gratuitos denominado detect, fornecido pela empresa invitae®,
através do teste patrocinado para doengas neurodegenerativas do adulto
(www.invitae.com). Este painel foi denominado de ELA, deméncia
frontotemporal, doencas de Alzheimer e de Parkinson e parkinsonismo
hereditarios.

Na Tabela 4 esta apresentada a lista completa de genes analisados por
individuo, incluindo o(s) transcrito(s) de gene relevante(s) quando mais de uma
transcricao foi listada para um unico gene, as variantes foram relatadas usando
o primeiro transcrito listado. Variantes benignas e provavelmente benignas nao
foram incluidas no relatério final apresentado pela empresa.

Para poder receber estes testes de forma gratuita, foi necessario
compartilhar algumas informagdes dos participantes. O cadastro do participante
foi assim feito junto ao site oficial da empresa. A seguir, para realizar a solicitagao
do kit comercial que permite a coleta de amostra bioldgica, enviou-se um e-mail
para a empresa contendo o numero € o tipo de kits solicitados, nome, endereco,
e-mail, telefone e CNPJ ou CPF do médico solicitante. Posteriormente, a cada
de testagem, foi criada uma nova solicitacao on-line com o preenchimento do
formulario de requisicdo com informagdes referentes aos critérios de
elegibilidade, sobre o participante , o tipo de amostra e dados clinicos. Apds o
preenchimento, o formulario foi impresso, assinado e incluido no kit de coleta, a

ser devolvido a empresa com a amostra do participante.

Tabela 4 - Descrigdo dos genes analisados nos participantes afetados por
esclerose lateral amiotréfica (ELA)

Gene Transcrigao Gene Transcrigao
AL2 NM_020919.3 PDESB NM_003719.3
ANG NM_001145.4 PFN1 NM_005022.3
ANXA11 NM_001157.2 PINK1 NM_032409.2
APP NM_000484.3 PLA2G6 NM_003560.2
ATP13A2 NM_022089.3 PODXL NM_005397.3

ATP7B NM_000053.3 PRKN NM_004562.2
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CHCHD10 NM_213720.2 PRKRA NM_003690.4
CHCHD2 NM_016139.2 PRNP* NM_000311.3
CHMP2B NM_014043.3 PSEN1 NM_000021.3
CSF1R NM_005211.3 PSEN2 NM_000447.2
DCTN1 NM_004082.4 RAB39B NM_171998.3
DDHD1 NM_001160147.1 SETX NM_015046.5
DNAJCG6 NM_001256864.1 SIGMAR1 NM_005866.3
ERBB4 NM_005235.2 SLCG6A3 NM_001044.4
ERLIN1 NM_006459.3 SNCA NM_000345.3
FBXO7 NM_012179.3 SOD1 NM_000454.4
FIG4 NM_014845.5 SORL1 NM_003105.5
FUS NM_004960.3 SPG11 NM_025137.3
GBA* NM_001005741.2 SPR NM_003124.4
GCH1 NM_000161.2 SQSTM1 NM_003900.4
GRN NM_002087.3 SYNJ1 NM_003895.3
HEXA NM_000520.4 TARDBP NM_007375.3
HNRNPA2B1 NM_031243.2 TBK1 NM_013254.3
ITM2B NM_021999.4 TFG NM_006070.5
KIF5A NM_004984.2 TH NM_199292.2
LRRK2 NM_1988578.3 TIA1 NM_022173.2
MAPT NM_005910.5 TMEM230* NM_001009923.1
MATR3 NM_199189.2 TREM2 NM_018965.3;
NM_001271821.1
NEFH NM_021076.3 UBQLN2 NM_013444.3
OPTN NM_021980.4 UCHL1 NM_004181.4
PARKY7 NM_007262.4 VAPB NM_004738.4
VCP NM_007126.3

Fonte: Invitae® (2021).

A coleta da amostra bioldgica para a analise genética foi realizada no
momento em que amostras de sangue foram coletadas para a mensuracao dos
parametros descritos no item 4.6.2. Apés a coleta, um novo e-mail foi
encaminhado para a empresa para solicitar a retirada da amostra e coordenar
a coleta gratuita com o parceiro de logistica, contendo as informagdes referentes
a numero e tipo do kit, nome, enderecgo, e-mail, telefone e CNPJ ou CPF do
médico solicitante. Apds o recebimento de confirmagao de retirada de amostra,
foi agendada a data e horario para a retirada do kit contendo a amostra biolégica
do participante, que foi entregue pessoalmente pelo médico responsavel a

transportadora parceira da empresa.



61

5.6.2 Determinagao de parametros bioquimicos no sangue

Os estudos de bioquimica-clinica realizados em amostra de sangue
foram avaliados no laboratorio de analises clinicas do HUPEST. Dentre dos
parametros bioquimicos foram incluidos o perfil bioquimico da fun¢ao hepatica
(determinacao das atividades das enzimas AST e ALT, atividade das enzimas
CPK e aldolase, glicemia (sem jejum), hemograma completo, tempo de
protrombina (TAP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), velocidade
de hemossedimentagcao (VHS), PCR, hormoénio tireoestimulante (TSH) e
dosagem de vitamina B12.

Neste estudo foi optado pela realizacdo da dosagem casual da
glicemia, tendo em vista o longo deslocamento até o hospital como também a
utilizagdo de gastrostomia por alguns destes individuos. Neste tipo de analise,
em que a medida é realizar em qualquer momento do dia, sem jejum, os valores

de referéncia normais sdo aqueles abaixo de 120 mg/dL.
5.6.3 Determinacgao das concentragoes de neopterina
5.6.3.1 Coleta das amostras

As quantificacbes de intermediarios metabodlicos da sintese de BH4
foram realizadas em plasma. Estruturou-se um procedimento operacional padrao
(POP) para a preparagao, coleta e armazenamento das amostras, conforme
mostrado no apéndice D.

As amostras de sangue foram coletadas por profissional especializado e
pelo método da pungao venosa em tubos de coleta de 4 mL que continham
anticoagulante &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

Os tubos contendo as amostras de sangue total foram centrifugados a
600 x g por 15 min a temperatura ambiente para separar o plasma, o qual foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido até o momento de realizar as
determinagdes ou bem tratado como descrito no item 4.6.2. Nestas amostras

foram quantificadas as concentracdes de neopterina.

5.6.3.2 Preparagao das amostras
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Considerando que BH4 ¢é um composto com atividade redox,
fotossensivel, e instavel a pH maior que 7 e a temperatura ambiente, o
processamento das amostras foi realizado num ambiente sem luz direta,
protegendo os tubos contendo as amostras biologicas da luz com papel aluminio
ou em tubos de plastico foscos (preto ou ambar), e refrigeradas no gelo para
minimizar a oxidacao da BH4.

A neopterina, por ser um metabdlito mais estavel, pdde ser mensurada
em até meses apos a coleta das amostras. No entanto, apds o processamento,
a quantificacdo deve ser imediata.

As aliquotas de plasma empregadas para a determinagao de metabdlito
de BH4 foram tratadas com 1 volume (1:1, v/v) de acido tricloroacético (TCA) 5
%, contendo ditioeritritol (DTE) 6,5 mM. A acidez gerada pela adicdo do acido
(TCA) e do antioxidante (DTE) auxilia na estabilidade das amostras. A seguir, as
amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante

foi utilizado para as mensuracgoes.

5.6.3.3 Quantificagdo de neopterina

As concentracoes de neopterina plasmatica foram determinadas por
ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica (ELISA) utilizando kit comercial de acordo
com as instrugdes do fabricante (IBL International, Hamburgo, Alemanha). Esta
metodologia ja foi validada e empregada pelo nosso grupo (MARTINS et al.,
2018), e preferida quando se trata da quantificagdo deste metabdlito no plasma
devido a interferéncia que as proteinas plasmaticas provocam na técnica do
HPLC.

As concentragcoes de neopterina foram estimadas por interpolacao a
partir de uma curva padrao por medidas colorimétricas a 450 nm (comprimento
de onda de corregao de 540 nm) em um leitor de placa ELISA (SprectaMax®).

Os ensaios foram sensiveis a 0,7 nmol/L de neopterina.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

No tratamento dos dados foram utilizadas medidas de estatistica
descritiva, caracterizando-se os resultados de cada uma das variaveis através d
e percentagens, médias, desvio padrdo, medianas e intervalo interquartil, tendo-
se comparado as variaveis continuas com o teste paramétrico t de student e as
variaveis discretas com o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

Os dados referentes as variaveis independentes e dependente,
recolhidos pelos instrumentos aplicados, foram analisados através da estatistica
inferencial apos a realizagéo do teste ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov
para analisar a normalidade de distribuicdo da amostra populacional em estudo.

As variaveis continuas foram descritas com medidas de tendéncia
central e dispersao e comparadas através dos testes t de Student ou Mann-
Whitney quando apropriado.

As variaveis categéricas foram descritas em numeros absolutos e
percentuais. O coeficiente r de correlagao de Pearson foi utilizado para avaliar a
presenca de correlacdo entre variaveis continuas. Valores de P menores que
0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Os resultados emergentes deste projeto foram organizados em tabelas
Office Excel 2021 e analisados utilizando-se o programa GraphPadPrism 9 (San

Diego, CA, EUA, 2009) para composigao de graficos e avaliagao estatistica.
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6 RESULTADOS

6.1 PERFIL DOS PARTICIPANTES: CARACTERIZACAO DO PERFIL
CLINICO E EPIDEMIOLOGICO

Inicialmente, para caracterizar o perfil dos sujeitos de estudo avaliou-se
as seguintes variaveis sociodemograficas: idade, sexo, cidade de domicilio,
estado civil, cor de pele referida pelo participa nte, grau de escolaridade,
tabagismo, uso e abuso de alcool, casos familiares de ELA, e consanguinidade
dos pais.

Pode ser observado na Figura 6 que os participantes advieram de 17
diferentes municipios do estado de Santa Catarina, sendo 8,1 % da mesorregiao
Sul Catarinense, 21, 6 % da mesorregidao do Vale do lItajai, € a maioria dos
participantes, representados por 62,2 %, da mesorregido da Grande
Floriandpolis, com 37,8 % do municipio de Floriandpolis.

A Tabela 5 mostra que 54,1 % dos participantes foram do sexo
masculino, mostrando uma relagdo de sexo masculino/feminino de
aproximadamente 1,2.1. A idade média dos participantes foi de
aproximadamente 61,2 anos, variando entre 43 a 74 anos. Destes, um total de
29 participantes possuiam relagdo civil identificada como casados.
Considerando a cor de pele referida pelo sujeito de estudo, a maioria era branca
(92 %), enquanto o grau de escolaridade apresentou uma média de 11,6 anos,
representando uma média acima dos anos de ensino médio. Obteve-se que 13,5
% dos integrantes eram tabagistas e 29,7 % apresentavam uso abusivo de

alcool.

Tabela 5 - Perfil sociodemografico dos participantes afetados por esclerose
lateral amiotréfica (ELA)

Variaveis N =37 (%)
Sexo biolégico (Masculino) 20 (54,1)
Idade, em anos? 61,2+74
Estado civil
Casado 29 (78,4)
Solteiro 1(2,7)
Viavo 1(2,7)
Divorciado 4 (10,8)
Unido estavel 2(54)
Cor de pele referida
Branca 34 (91,9)
Parda 2(54)
Amarela 1(2,7)

Nivel educacional, em anos? 1165



Tabagismo 5(13,5)
Abuso do uso de alcool 11 (29,7)
Casos familiares em ELA 5(13,5)
Terapia com riluzol 32 (86,5)

*média + desvio padrio

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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Figura 6 - Distribuicdo regional dos participantes de estudo afetados por esclerose lateral amiotrofica no Estado de Santa Catarina. O
maior percentual de participantes proveio da mesorregido da Grande Floriandpolis, principalmente pelo municipio de Florianopolis,
seguido das mesorregides do Vale do Itajai e do Sul Catarinense. Os numeros dentro do circulo vermelho representam os participantes
recrutados através da diretoria de assisténcia farmacéutica (DIAF), enquanto aqueles dentro do circulo em verde, representam os
participantes que se encontravam em acompanhamento clinico regular no ambulatério de Doengas Neuromusculares do Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago (HUPEST), da Universidade Federal de Santa Catarina.
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A Tabela 5 ainda mostra que cinco participantes possuiam algum familiar

com histéria de ELA; entretanto, nenhum dos participantes relatou
consanguinidade dos pais. Quanto ao tratamento farmacoldgico com riluzol, a
maioria dos participantes (86,5 %) encontrava-se sob este tratamento

farmacoldgico.

6.2 CARACTERIZACAO DOS DADOS CLINICOS

A Tabela 6 descreve a apresentacéo clinica dos sujeitos de estudo. Pode
ser observado na tabela que a idade média do inicio dos sintomas foi de 56,8
anos, enquanto a mediana de tempo entre o inicio dos primeiros sintomas e o
diagnostico e o tempo de duragdo da doenca até a data da entrevista, foram,
respectivamente, de 12 e 38 meses, tendo sido observado 11 participantes com
mais de 7 anos de sobrevida apds o diagndstico. A média de tempo entre o inicio
dos primeiros sintomas e o diagndstico foi menor na ELA de inicio bulbar com

12,1 £ 5,1 meses.

Tabela 6 - Caracteristicas clinicas dos participantes afetados por esclerose
lateral amiotrofica (ELA)

Variaveis clinicas N = 37 (%)
Idade do inicio dos sintomas, em anos? 56,8 +9,4
Tempo entre o inicio dos sintomas ao diagnéstico, em 12 (6 - 18)
meses®
Tempo de evolugio da doenga, em meses® 38 (17 - 81)
Primeiro sintoma relatado
Fraqueza em membro 16 (43,2)
Superior proximal 8 (21,6)
Superior distal 8 (21,6)
Membro inferior 13 (35,1)
Dispneia 1(2,7)
Disfagia 2 (5,4)
Disartria 5(13,5)
Envolvimento inicial em membro 29 (78,4)
Membro superior direito 13 (35,1)
Membro inferior direito 5(13,5)
Membro superior esquerdo 3 (8,1)
Membro inferior esquerdo 8 (21,6)
Caimbras 25 (67,6)
Em membros inferiores 23 (92)
Fenétipo
Bulbar 8 (21,6)
Espinhal 29 (78,4)
Categorias clinicas na ELA
ELA de inicio espinhal 19 (51,3)
Cervical 7(19)

Lombar 12 (32,4)
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ELA de inicio bulbar 8 (21,6)
Atrofia muscular progressiva 1(2,7)
Esclerose lateral primaria 2 (5,4)
Sindrome de flail leg 2(54)
Sindrome de flail arm 4(10,8)
Sindrome ELA plus com sinais extrapiramidais 2(54)
Critérios de Awaji-Shima
Clinicamente definitiva 22 (59,5)
Clinicamente provavel 9 (24,3)
Clinicamente possivel 6 (16,2)
Estado de satde na ELA (ALSHSS)
Leve 12 (32,4)
Moderada 13 (35,1)
Severa 4(10,8)
Terminal 8 (21,6)
indice de massa corporal (kg/m?)? 252+42
Escala revisada de avaliagao funcional (ALSFRS-R/BR)?
Bulbar 8,3+4,2
Motor fino 5,8+5,1
Tronco 6,4+4,2
Respiratério 11,0 + 3,1
Escore médio total 30,3+ 13,2
Questionario de avaliagao da ELA (ALSAQ-40/BR)
Mobilidade fisica?® 53,0+ 33,0
Atividade de vida diaria e independéncia® 60,4 + 36,5
Alimentacao e degluticao® 8,3(0-41,7)
Comunicagao® 491+ 37,4
Reacbes emocionais® 45,3 + 22,1
Escore médio total® 472 +21,8
Escala de sonoléncia diurna de Epworth? 6,0+4,5
Sintomas relacionados a ventilagao
Dispnéia em esforco 11 (29,7)
Despertares noturnos 8 (21,6)
Sonhos vividos 6 16,2)
Cefaléia matinal 7 (19)
Sonoléncia diurna 21 (56,8)
Fadiga 23 (62,2)
Capacidade vital forgada (CVF)? % 69,3 £ 20,2
Tipo de intervengao
Gastrostomia 6 (16,2)
Traqueostomia 3(8,1)
Ventilagao mecanica 4 (10,8)
Uso de BiPAP 7 (19)

amédia + desvio padréo; Pmediana (intervalo interquartil); BiPAP: Bilevel positive pressure airway

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A fraqueza em membros superiores foi 0 sintoma mais frequentemente
relatado pelos participantes (43,2 %), apresentando igual distribuicdo para
sintomas proximais e distais. No entanto, em 35,1% dos individuos 0 membro
inicialmente mais acometido foi o superior direito. A Tabela 6 ainda mostra que

67,6 % dos participantes apresentaram caimbras, sendo que a maioria (92%) era
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localizada em membros inferiores, sendo a caimbra o primeiro sintoma percebido
pelo individuo em 48 % dos casos.

O fendtipo da doenga baseado no primeiro segmento corporal afetado
permitiu caracterizar o grupo de estudo como sujeitos afetados principalmente
por ELA de inicio espinhal (78,4%). Quando os participantes foram categorizados
clinicamente foi observado que a maioria dos casos se apresentaram como ELA
de inicio lombar (32,4%), seguido da ELA de inicio bulbar (21,6%), e de ELA de
inicio cervical (16,2%) com 10,8% dos casos como apresentacéo de sindrome
de flail arm. As outras categorias clinicas apresentaram percentuais menores
que 5 %.

Com o intuito de avaliar sistematicamente os varios aspectos de saude
dos participantes do estudo, recorreu-se a medidas e testes objetivos,
padronizados, sob a forma de escala de medidas, que foram utilizadas para a
mensuragao do IMC, critérios diagndsticos, estado de saude, avaliagcao
funcional, qualidade de vida e sonoléncia diurna.

Quando considerados os critérios eletrodiagnoésticos do consenso de
Awaji-Shima, a Tabela 6 mostra que a maioria dos participantes (59,5 %)
preencheu critérios para ELA clinicamente definida, enquanto 24,3 % de ELA
clinicamente provavel e 16,2 % de ELA clinicamente possivel.

Quando aplicada a escala ALSHSS, desenvolvida para classificar e
identificar os estados clinicos de saude (capacidade do individuo em falar,
deambular e realizar atividades de membros superiores de vida diaria), foi
observado que 35,1 % dos sujeitos do estudo tiveram estas atividades
comprometidas de forma moderada, 32,4 % de forma leve, 16,2 % de forma
terminal e s6 dois individuos comprometidos de forma severa. Quando divididos
por sexo e idade, conforme demonstrado na Tabela 7, percebeu-se um
predominio de ELA no sexo masculino em ELA clinicamente definitiva em 59 %
dos casos e ELA clinicamente provavel em 66,6 %, além de predominio feminino
em ELA clinicamente possivel com 83,3 % dos individuos deste critério. Todavia,
a escala ALSHSS demonstrou que 58,3 % dos acometidos com estado leve
pertenciam ao grupo do sexo feminino, e 77,0 % no estado moderado eram do
sexo masculino. Pode-se ainda observar na tabela que os participantes do sexo

masculino apresentam uma média de idade menor no estagio terminal.
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Tabela 7 - Distribuicdo dos critérios de Awaiji-Shima e escala de estado de
saude da ELA (ALSHSS) de acordo com sexo e idade em participantes
afetados por esclerose lateral amiotréfica (ELA)

Variaveis Participantes o Idadt_a )
(N =37) (média * desvio padrao)
F M F M
Critérios de Awaji-Shima
ELA clinicamente definida 9 13 60,1+104 59,8+ 7,1
ELA clinicamente provavel 3 6 59,3+ 3,2 64,7 +£5,3
ELA clinicamente possivel 5 1 64,6 + 6,1 562
ALSHSS
Leve 7 5 59,6 + 6,0 63,8 £ 9,1
Moderada 3 10 653+13,3 61,8+4,8
Severa 3 1 61,3+£29 632
Terminal 4 4 61,2+12,2 552+6,7

aum unico participante; ALSHSS: escala de estado de saude da ELA
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A média obtida dos valores de IMC (Tabela 6) dos participantes foi de
25,2 + 4,2, maiores do que os valores de IMC considerados como normal (18,5
— 24,9) segundo critérios definidos pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO,
1986). Além disso, cinco participantes foram categorizados como portadores de
obesidade.

A Tabela 6 mostra que a escala de avaliagao funcional ALSFRS-R/BR
sob os dominios bulbar, motor fino, motor bruto e funcao respiratéria, apresenta
um escore total que varia de 0 a 48 pontos, onde maiores pontuagdes indicam
menor incapacidade. Os participantes do estudo mostraram uma pontuacao
média total de 30,3, correspondendo a uma funcionalidade global de 63,1 %.
Quando esse valor foi subclassificado, as pontuacées médias para a subescala
respiratoria foram no valor de 11,0 + 3,1, na bulbar de 8,3 + 4,2, seguidos dos
motores fino e tronco, em 5,9 e 6,4 pontos, respectivamente.

Como instrumento de avaliacdo da qualidade de vida foi utilizada a
escala de ALSAQ-40/BR, que avalia os dominios de mobilidade, atividades da
vida diaria, alimentacdo e degluticdo, comunicacdo e aspectos emocionais. A
pontuacao da escala varia entre 0 e 100 dentro de cada dominio, e quanto mais
proximo de 100, maior comprometimento na qualidade de vida. De acordo com
a pontuacéo total, classifica-se em: ndo apresenta dificuldade (0 -19 pontos);
raramente (20 - 39 pontos); as vezes (40 - 59 pontos); frequentemente (60 — 79

pontos) e sempre apresenta dificuldades (80 — 100 pontos). Pode ser observado
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que os participantes apresentaram escore geral de 47,2 + 21,8, variando entre
11,5 e 88,6 pontos.

Na contagem dirigida ao dominio mobilidade fisica foi observado o valor
médio de 53 £ 33, mostrando haver dificuldades as vezes. Entretanto, para as
atividades da vida diaria e independéncia, frequentemente (60,4 + 36,5) foi
encontrada dificuldade nestes itens. No quesito alimentagdo e degluticéo,
refletiu-se uma rara dificuldade (27,9 + 39,6), com a mediana obtida em 8,3 (O -
41,7). Finalizando a distribuicdo dos dados, os dominios comunicagado e
aspectos emocionais, apresentaram escores medios de 49,1 + 37,4 e 45,3 +
22,1, respectivamente, refletindo uma frequente dificuldade nesta escala.

Os instrumentos de avaliacdo ALSFRS/BR, ALSAQ-40/BR e a CVF
foram subdivididos segundo o fendétipo, sexo, e idade no inicio dos sintomas
(Tabela 8). Apesar das amostras das subpopulagdes serem pequenas, nao se
identificou diferencas entre os fenétipos para ALSFRS/BR e CVF. Outrossim,
percebeu-se uma tendéncia a maior pontuacdo nos fenétipos bulbares, sendo
pior no sexo feminino, na escala de ALSAQ-40/BR, refletindo pior qualidade de

vida.
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Tabela 8 - Distribuicdo do fenétipo clinico quanto a sexo, idade e instrumentos
de avaliacdo em em participantes afetados por esclerose lateral amiotréfica

(ELA)
Variaveis N Idade.de inicio dos CVF (%)* ALSFRS- ALSAQ-
sintomas? R/BRP 40/BR®
F M F M F M F M F M
Fenétipo
Bulbar 6 2 582+115 640+85 682 69 282 285 61,1 53,7

Espinhal 11 18 56,4+10,1 557+8,6 60 71,8 29,6 31,5 46,3 42,3
ameédia * desvio padrido; "média; CVF: Capacidade Vital Forgada; ALSFRS-R/BR: Escala revisada
de avaliagdo funcional; ALSAQ-40/BR: questionario de avaliagdo de qualidade de vida da ELA
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

De acordo com a Tabela 6, pode se observar que os participantes
apresentaram valores médios na escala de sonoléncia diurna de Epworth
considerados como normais (BERTOLAZI et al., 2009). No entanto, quando os
participantes foram interrogados acerca dos sintomas relacionados a ventilagéo,
a sonoléncia diurna excessiva foi relatada em 56,8 %, fadiga em 62,2 %, dispneia
em esforco em 29,7 %, e despertares noturnos em 21,6 % dos casos. Em relagéo
ao item relacionado a sonhos vividos e cefaleia matinal, seis e sete participantes
apresentaram estas caracteristicas, respectivamente. Ainda, identifica-se uma
média da CVF de 69,3 £ 20,2, também considerado normal, sendo menores em
mulheres (64,7 + 24,2) que homens (71,4 + 18 ,4).

A Tabela 6 também mostra que ao longo do desenvolvimento da doenga
os participantes necessitaram realizar intervengdes cirurgicas para corregao da
dificuldade de degluticdo e risco de aspiragao. Do total dos sujeitos de estudo,
seis participantes necessitaram realizar o procedimento cirurgico de
gastrostomia e trés de traqueostomia. Ainda, devido a variados graus de
disturbios ventilatorios apresentados pelos sujeitos, 11 % dos casos requereram
ventilagcdo mecanica invasiva, enquanto 19 % dos participantes utilizaram o
dispositivo BiPAP.

Com o intuito de investigar uma possivel relagdo entre a dieta e a
doenca, foi realizado um inquérito alimentar onde foi aplicado o questionario de
frequéncia alimentar MFFQ. A partir destes dados observou-se que os
participantes ndo seguiram nenhum tipo de dieta especifica durante més que
antecedeu o dia da inclusdo neste estudo. Apenas cinco participantes fizeram
algum tipo de dieta alimentar nos ultimos cinco anos, e quatro ndo utilizavam
nenhum tipo de dieta oral, devido a utilizagdo exclusiva de dieta por gastrostomia

(3) e sondagem nasoenteral (1).
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A Tabela 9 mostra que a distribuicdo de ingesta semanal de alimentos
ocorreu com uma frequéncia maior que 3 vezes com frutas e vegetais em 87,9
% dos individuos, nos laticinios em 81,8 % e carnes vermelhas em 57,6 % dos
casos. Todavia, o consumo com uma frequéncia de 1 a 3 vezes na semana foi
relatado com a ingestao de peixes em 90,9 % dos participantes, fast food em
75,7 % dos casos, alimentos fritos em 63,6 % e em mais que 50 % dos

participantes com o consumo de aves.

Tabela 9 - Distribuicdo da frequéncia de ingestdo semanal de alimentos dos
participantes afetados por esclerose lateral amiotrofica (N = 33)

Tipo de alimento  Nunca 1 a 3 vezes Mais 3 vezes
N (%) N (%) N (%)
Carne vermelha 0 14 (42,4) 19 (57,6)
Aves 1(3,0) 19 (57,6) 13 (39,4)
Peixe 2(6,1) 30 (90,9) 1(3,0)
Laticinios 0 6 (18,2) 27 (81,8)
Vegetais 0 4(12,1) 29 (87,9)
Frutas 1(3,0) 3(9,1) 29 (87,9)
Fast food 6 (18,2) 25 (75,7) 2 (6,1)
Sobremesas 6 (18,2) 15 (45,4) 12 (36,4)
Bebidas doces 4 (12,1) 14 (42,4) 15 (45,5)
Alimentos fritos 5(15,2) 21 (63,6) 7(21,2)
Bebida alcodlica 13 (39,4) 17 (51,5) 3(9,1)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

As analises de correlagbes entre as variaveis clinicas podem ser
observadas na Tabela 10. Constatou-se correlagdes positivas fortes existentes
entre o tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnostico e a duragéo da doenga
e correlagdes positivas moderadas de tempo entre o inicio dos sintomas ao
diagndstico e o tempo de caimbras e o tempo de caimbras com a duragao da
doenca. Todavia, encontrou-se correlagdes negativas moderadas entre a idade
de inicio dos sintomas com o tempo entre o inicio dos sintomas ao diagndstico e

com a duragao da doencga.
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Tabela 10 - Analise das correlagdes entre variaveis clinicas em participantes
afetados por esclerose lateral amiotréfica.

Variaveis r Valor de
de Pearson P

Idade de inicio dos sintomas X tempo entre o -0,48 0,02

inicio dos sintomas ao diagndstico

Idade de inicio dos sintomas X duracéo da - 0,61 0,00005

doenca

Tempo entre o inicio dos sintomas ao diagnéstico 0,84 < 0,00001

X duragao da doenca

Tempo entre o inicio dos sintomas ao diagnéstico 0,54 0,004

X tempo de cadimbras

Duracao da doenca X tempo de caimbras 0,45 0,02

Valores de 1 no r de Pearson representam a maxima correlagéo positiva; valores de -1 representam
a maxima correlacdo negativa, ou inversa.
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Conforme ilustrado no mapa de calor da Figura 7, a partir dos valores
das correlagbes r de Pearson, demonstra-se que o instrumento de avaliagéao
ALSAQ-40/BR correlacionou-se negativamente com todos os parametros da
escala de ALSFRS, em especial as subescalas tronco [r = - 0,76; p < 0,001] e
respiratorio [r = - 0,65; p < 0,001] e ao escore total [r = - 0,85; p < 0,001]. Além
disto, observou-se correlagcao significativa entre ALSAQ-40/BR e a escala de
sonoléncia diurna de Epworth [r = 0,49, p < 0,001].

Da mesma forma, a maioria das subescalas de ALSFRS-BR apresentou
correlagdo negativa com as subescalas de ALSAQ-40/BR, bem como o escore
total, com destaque para aquelas fortemente negativas, como o escore total de
ALSFRS BR com as subescalas da ALSAQ-40/BR de mobilidade [r =-0,73; p <
0,001] e atividades de vida diaria (AVD) [r = - 0,75; p < 0,001].

Ainda nesta tematica, as correlagdes das subescalas ALSFRS e ALSAQ-
40/BR, respectivamente, que apresentaram correlacbes fortemente negativas
foram as subescalas bulbar e alimentagao [r = - 0,80; p < 0,001]; motor fino e
AVD [r=-0,89; p < 0,001] e tronco com mobilidade [r=-0,84; p <0,001] e com
AVD [r=0,73; p < 0,001].
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Figura 7 - Instrumentos de avaliag&o clinica em participantes afetados por
esclerose lateral amiotrofica utilizando o mapa de calor com escala de cor
continua. O mapa de calor foi gerado pelo GraphPad Prism 9, utilizando os
valores de correlagao r de Pearson ap0s a analise estatistica. Valores de 1
representam a maxima correlagao positiva; valores de -1 representam a
maxima correlagao negativa, ou inversa. ALSFRS= escala de avaliagao
funcional revisada da ELA para a lingua portuguesa; Bulbar, Motor fino, Tronco
e Respiratdrio sdo subescalas de divisdo da escala ALSFRS-R/BR, ALSAQ-
40= questionario de avaliagao de qualidade de vida da ELA; Mobilidade,
Atividades diarias, Alimentacdo e Comunicagao sao subescalas da escala
ALSAQ-40/BR.

Atividades diarias

Respiratorio
Comunicagao

£

ARz 4:] 1.00 [0.68 0.83 0.89 0.78

Bulbarl) &K m 54
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

6.3 ANALISES DE MARCADORES GENETICOS E BIOQUIMICOS NOS
PARTICIPANTES DO ESTUDO

6.3.1 Mensuracao dos exames genéticos

De acordo com os resultados analisados, apenas dois casos dos 37
participantes foram positivos para alguma das mutag¢des estudadas. O primeiro
caso foi portador de duas mutagdes, uma no gene FUS (do Inglés, fused in

sarcoma) (c.1561C>T (p.Arg521Cys)) e outra no gene PRNP (proteina
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relacionada ao prion) (c.538G>A (p.Val180lle)), sendo esta com baixa
penetrancia e ndo relacionada a ELA. O segundo caso apresentou a mutagao
no gene PRKN (gene parkin) (c.823C>T (p.Arg275Trp)), e foi descrita como
carreadora e nao relacionada a ELA.

A Tabela 11 mostra que os participantes apresentaram 27 variantes de
significado incerto (VUS). O 54,1% dos participantes apresentaram apenas
VUS, seis participantes com duas VUS distintas, e os restantes (75 %) com
uma unica variante. Ainda, nenhuma das VUS descritas entre os participantes
se encontraram repetidas correspondendo, cada uma delas a 3,7% da amostra.
Em um unico caso foi observada a associagdo de uma mutagédo génica e a

presenca de uma VUS.

Tabela 11 - Distribuicdo das variantes de significado incerto em participantes
afetados por esclerose lateral amiotrofica

Gene Variante Zigosidase N (%)
ALS2 c.1433G>C (p.Gly478Ala) Heterozigoto 1(3,7%)
ANXA11 c.399G>T (p.Met133lle) Heterozigoto 1(3,7%)
c.196C>T (p.Arg66Cys) Heterozigoto 1(3,7%)
ATP13A2 c.395C>T (p.Ala132Val) Heterozigoto 1(3,7%)
c.3409G>A (p.Val1137Met) Heterozigoto 1(3,7%)
ATP7B c.157C>T (p.Pro53Ser) Heterozigoto 1(3,7%)
DCTN1 ¢.3430C>A (p.Pro1144Thr) Heterozigoto 1(3,7%)
DNAJC6 c.1990A>G (p.Ser664Gly) Heterozigoto 1(3,7%)
ERBB4 c.3115G>A (p.Ala1039Thr) Heterozigoto 1(3,7%)
GCH1 c.452A>G (p.Lys151Arg) Heterozigoto 1(3,7%)
KIF5A c.566C>T (p.Ser189Leu) Heterozigoto 1(3,7%)
LRRK2 c.614A>G (p.Tyr205Cys) Heterozigoto 1(3,7%)
MAPT c.715G>A (p.Ala239Thr) Heterozigoto 1(3,7%)
NEFH c.2200G>A (p.Glu734Lys) Heterozigoto 1(3,7%)
PLA2G6 c.91G>A (p.Asp31Asn) Heterozigoto 1(3,7%)
¢.550_561del Heterozigoto 1(3,7%)
SIGMAR1 (p.Phe184_Ala187del)

SLC6A3 ¢.1155C>T (Silent) Heterozigoto 1(3,7%)
SOD1 c.272A>C (p.Asp91Ala) Heterozigoto 1(3,7%)
¢.2653C>A (p.Pro885Thr) Heterozigoto 1(3,7%)

SORL1 :
c.5873C>G (p.Ser1958Cys) Heterozigoto 1(3,7%)
¢.2065G>A (p.Glu689Lys) Heterozigoto 1(3,7%)

SPG11 .
c.6878G>A (p.Arg2293GIn) Heterozigoto 1(3,7%)
TBKA c.64A>G (p.Asn22Asp) Heterozigoto 1(3,7%)
c.527C>T (p.Thr176lle) Heterozigoto 1(3,7%)
TIA1 c.820A>T (p.lle274Phe) Heterozigoto 1(3,7%)
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TREM2 c.433G>T (p.Gly145Trp) Heterozigoto 1(3,7%)
VPS13C €.9526C>T (p.Arg3176Cys) Heterozigoto 1(3,7%)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

6.3.1.1 Mensuragédo de pardmetros bioquimicos no sangue

A Tabela 12 apresenta analises bioquimicas-clinicas mensuradas para
acompanhar as condi¢cdes de saude dos participantes do estudo. A maioria das
analises bioquimicas se encontraram dentro de valores referenciais, incluindo as
atividades da ALT e da aldolase, os niveis de glicose e vitamina B12, o
hemograma completo, TAP e TTPA.

No mesmo sentido, a mediana das atividades de AST e da CPK, VHS,
PCR e niveis de TSH também se encontraram dentro dos valores considerados
normais. Aponta-se, todavia, que, apesar da analise descritiva apresentar
valores considerados normais, a analise de correlagcbes mostrou correlagdes
fortemente positivas entre os valores de atividade da aldolase e da ALT [r=0,83;
p <0,001] e AST [r=0,86; p < 0,001] e correlagdes significativamente positivas
entre os valores de aldolase e atividade de CPK [r = 0,58 p < 0,01], bem como
entre atividade de CPK e ALT [r=0,4; p <0,05] e AST [r=0,52; p < 0,001].

Tabela 12 - Parametros bioquimicos-clinicos dos participantes afetados por
esclerose lateral amiotrofica

Para . - Média * Valor
arametros bioquimicos desvio padra £ ial
padrdao referencia
Atividade da aspartato aminotransferase 37 27 (21 - 33) 10-40
(U/L)?
Atividade da alanina aminotransferase 37 29,1+ 14,2 14 — 63
(U/L)
Atividade da creatinofosfoquinase (U/L)? 37 194 (88 - 313) 26 — 308
Niveis de glicose (mg/dL) 34 108,2 + 38,2 <120
Contagem de eritrocitos (milhdes/mm?) 37 46+0,7 3,9-57
Concentragédo de hemoglobina (g/dL) 37 13,8 £1,5 11,5-18
Hematdcrito (%) 37 42,0+4,4 36 — 51
Volume corpuscular médio (um?®) 37 89,31+ 151 80 -100
Contagem total de leucdcitos (10° /mm?) 37 7.120+2517 3.800 - 11.000
Contagem de plaquetas (103 /mm?3) 37 249.756 + 150.000 —
61.724 440.000
Proteina C reativa (mg/L)? 35 2,8(1,2-5,8) <3
Tempo de protrombina (s) 37 11,1+0,9 10-14
Tempo de tromboplastina parcial ativada (s) 35 26,3+1,8 24 - 40
Niveis do hormdnio tireoestimulante 37 2(1,4-27) 0,5-4,7

(mul/L)?
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Velocidade de 37 6 (4-27) <10
hemossedimentagcdo (mm/h)?

Atividade da aldolase (U/L) 23 39+20 <76
Niveis de vitamina B12 (pg/mL) 37 1.048 + 612 211 - 911

amediana (intervalo interquartil)
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

6.3.2 Mensuragao das concentragoes plasmaticas de neopterina

A Figura 8 (A e B) apresenta as concentragdes de neopterina no plasma
dos sujeitos participantes no estudo. Para efeitos de comparagdo com uma
populacdo saudavel, as concentragcdes de neopterina foram comparadas com
um grupo de voluntarios sadios, como pode ser observado na Tabela 13
(descritos na seg¢ao de Material e Métodos). Pode ser observado na figura 8.A
que apenas alguns participantes apresentaram valores superiores ao grupo de
voluntarios sadios.

No entanto, a maioria dos participantes com ELA apresentou valores
menores do que o grupo considerado como controle. Se quatro outliers nao
forem considerados na analise estatistica, pode ser observada uma reducéo
significativa dos valores de neopterina no plasma dos participantes acometidos
por ELA [ta9= 3,22; p < 0.01]. Ainda, se esses quatro outliers (valores de
neopterina de 9,5, 11,38, 21,51, e 32,33 nmol/L) ndo forem considerados, a
amostra populacional se torna com distribuicdo gaussiana (todos os testes de
normalidade a seguir tiveram um p > 0,05 com a exclus&o dos outliers: Anderson-
Darling, D'Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov) como

mostra a figura 8.B.
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Figura 8 - A. Concentragdes de neopterina no plasma de participantes afetados
por esclerose lateral amiotréfica (ELA) comparados com voluntarios sadios
(Controles), pareados por idade e sexo. Neste grafico todos os dados
observados foram considerados, incluindo os outliers. B. Concentragdes de
neopterina plasmatica apos a retirada de quatro outliers, cujos valores se
distanciaram do padrdo da normalidade. ** p < 0,01, Controles vs. ELA, test ¢

de Student.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Foi aplicado o teste t nos valores de neopterina plasmatica e desta
forma, percebeu-se que as concentragcbes de neopterina ndao apresentaram
correlagdo com a idade [r= -0,051 p > 0,05] nem com o sexo [t(31)= 1,66; p >
0.05]. Estes resultados foram invariaveis quando incluidos os outliers.

A Figura 8B mostra as concentragdes de neopterina plasmatica em
participantes afetados por ELA apds a retirada dos quatro outliers, incluindo um
participante com ELA familiar com valores de neopterina de 1,6 nmol/L. Nota-se
que todos os participantes apresentam valores de neopterina abaixo de 5 nmol/L,
mostrando que os valores plasmaticos deste metabdlito sdo independentes da
composi¢cao do genoma.
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Tabela 13. Valores de neopterina plasmatica no grupo de voluntarios saudaveis

(grupo controle)

Idade Sexo Neopterina (nmol/L)
66 feminino 2,4
55 masculino 2,5
57 feminino 2,9
60 masculino 2,6
73 feminino

59 feminino 2,5
74 masculino 3,7
43 masculino

68 feminino 3,9
64 feminino 3,5
55 masculino 3,2
53 masculino 3,3
48 feminino

68 feminino 1,9
66 masculino 2,3
63 feminino 0,69
57 feminino 4.87
76 feminino 4,76

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

As correlagdes dos valores de neopterina no plasma dos sujeitos do
estudo com as escalas ALSFRS/BR e ALSAQ-40/BR estdo demonstradas na

Tabela 14. Esta analise evidencia correlacbes positivas entre os valores de

neopterina e a subescala tronco (da escala ALSFRS/BR) e correlagao

moderadamente negativa dos valores de neopterina e a subescala de mobilidade

(da escala ALSAQ-40/BR).

Tabela 14 - Analise das correlagcdes entre as concentragcdes de neopterina

plasmatica e instrumentos de avaliagao clinica em participantes afetados por
esclerose lateral amiotrofica.

Variaveis r Valor de
de Pearson P

ALSFRS-R/BR - subescala tronco 0,34 0,05

ALSAQ-40/BR — subescala mobilidade -0,40 0,02

Valores de 1 no r de Pearson representam a maxima correlagéo positiva; valores de -1

representam a maxima correlagdo negativa, ou inversa.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Finalmente, a Figura 9 mostra a utilidade da concentragéo de neopterina

como classificador da presenga de ELA, através da curva operacional (ROC).
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Pode ser observado que a ROC mostrou um valor preditivo significativo com uma
area sob a curva de 82 % de sucesso em classificar participantes afetados com
ELA de voluntarios considerados controles (area 0,81 + 0,10; 95 % IC: 0,62 a
1,00; p < 0.05). Esses valores foram calculados baseados na amostra corrigida

sem a presenga dos quatro outliers.

Figura 9 - Curva operacional (ROC) que permite predizer a presenca de
esclerose lateral amiotrofica (ELA) nos participantes do estudo com uma area
sob a curva (AUC) de 0,82. AUC= 0,82 indica uma capacidade classificatoria

de 82 % de predizer a presenca da condicdo ELA. AUC com valores de 0,5 néo
apresenta poder preditor, e com valores de 1 representa um classificador

perfeito.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A area sob a curva apresenta uma métrica invariante em escala, uma
vez que trabalha com precisao das classificacbes ao invés de seus valores
absolutos. Além disso, também mede a qualidade das previsbes do modelo,
independentemente do limiar de classificacdo. Neste sentido, a composicao da
curva ROC foi baseada em cut-off que foram criados a partir de valores
crescentes de 0,5 unidades de neopterina plasmatica. A partir de cada cut-off a

especificidade e sensibilidade foram calculadas e a curva ROC construida.
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7 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar o papel do metabolismo da BH4
em fluidos biol6gicos de individuos acometidos por ELA com o intuito de
identificar um biomarcador sensivel e especifico que possa determinar a
presenca precoce e/ou o grau de gravidade da ELA.

As doengas do neurbnio motor incluem uma variedade de doencgas
adquiridas e condi¢des neurodegenerativas hereditarias que lesionam
predominantemente os neurénios motores. A ELA é a mais comum dessas
doencas e foi o foco desta Dissertacao de Mestrado.

O sistema de neurbénios motores € composto por NMS e NMI. Os NMS
residem no cortex motor primario do cérebro, e seus os axénios compreendem
o trato corticobulbar (ligando-se ao tronco cerebral) e o trato corticoespinhal
(conectando-se a medula espinhal). Os NMI, também chamados de neurdnios
motores alfa ou células do corno anterior, estdo localizados nos nucleos no
tronco cerebral ou na substancia cinzenta anterior da medula espinhal.

Seus axbnios conectam-se aos musculos da regido bulbar ou membros.
Uma lesdo do neurbnio motor resulta em perda da fungdo muscular voluntaria
que pode afetar membros, o segmento bulbar, e/ou a fungéo respiratéria, com
os sintomas especificos dependendo de qual parte da via motora € afetada
(QUINN; ELMAN, 2020).

A ELA representa uma doenga neurodegenerativa progressiva do
sistema motor, envolvendo disfungdo de NMS e NMI do sistema nervoso.
Embora os sinais do NMS nem sempre sdo clinicamente aparentes, o
envolvimento do NMI é mais perceptivel através do exame clinico.

Na ELA ainda podem ser observadas anormalidades cognitivas,
comportamentais e psiquiatricas (SHEFNER et al., 2020). Acredita-se que, por
ocasido do primeiro sintoma de ELA mais de 80 % dos neurdnios motores ja
tenham sido perdidos (MITSUMOTO; RABKIN, 2007).

E importante frisar que o diagndstico da ELA é evidente nos pacientes
com longa evolugdo da doenga, enquanto o diagndéstico precoce da doenca,
quando o paciente tem apenas sintomas focais em uma ou duas regides pode
ser dificil e dependera da presenca de sinais em outras regides afetadas e de
varias investigacoes seriadas (WILBOURN, 1998). Neste cenario, o diagndstico

de ELA é baseado primariamente em critérios clinicos e eletrofisiolégicos, a partir
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da presenca de sinais de acometimento do NMI e NMS concomitantes em
diferentes regides do corpo (bulbar, membro superior, tronco ou membro
inferior), envolvendo a realizacdo de diversos exames complementares,
incluindo ENMG, exames laboratoriais, ressonancias de encéfalo e coluna
cervical (CARVALHO et al., 2008).

Em termos de tecnologias diagnosticas, evidéncias de suporte para
disfuncdo do NMI tendem a ser derivadas de ENMG e ultrassonografia
neuromuscular, especialmente a deteccéo de fasciculagdes em varios musculos.

As evidéncias de suporte para disfuncdo do NMS s&o mais limitadas, e
sdo baseadas principalmente em estudos de ressonancia magnética (QUINN;
ELMAN, 2020). Ainda no campo do diagnéstico, podem ser realizados diversos
exames laboratoriais para a exclusdo de outras doengas, como hemograma
completo, aminotransferases séricas, tempo de protrombina, PCR e CPK cujos
resultados devem estar normais (ZAREI et al., 2015).

Faz-se imprescindivel, ainda no diagndstico de ELA, realizar a exclusao
de outras doencgas que possam mimetizar a doenca, como miopatias, miastenia
gravis, diversas neuropatias, incluindo a neuropatia motora multifocal,
neoplasias, mielopatias, siringomielia, paraparesias espasticas, esclerose
multipla, sindrome de Lambert — Eaton e deficiéncia de vitamina B12 (QUINN;
ELMAN, 2020).

Com o objetivo de melhorar a precisdo diagndstica foram criados ao
longo dos anos alguns consensos com o objetivo de melhorar o diagndstico e
definir critérios objetivos para o diagndstico da ELA. Os primeiros critérios foram
originalmente propostos por Lambert em 1957 e 1969, baseados nos achados
da ENMG (WILBOURN, 1998). Depois foram criados os critérios de El Escorial,
quando propuseram critérios eletrofisiolégicos em 1994 mais caracteristicos da
ELA (BROOKS, 1994), sendo posteriormente revisado pelos critérios de Airlie
House, ou El Escorial modificado (BROOKS et al., 2000).

Os critérios de Awaji-Shima foram definidos em 2006 numa conferéncia
em Awaji no Japao que acrescentou aos critérios anterioremente definidos, a
presenca de potenciais de fasciculacdes achados na eletromiografia como sendo
representativos de denervagédo aguda, complementando os achados clinicos de
denervacéo crénica. Recentemente, no intuito de melhorar o diagnostico da ELA

nas fases iniciais da doenca, foram redigidos os critérios do consenso Gold
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Coast (SHEFNER et al., 2020), realizado na Australia. Deste consenso, a ELA
foi definida pela presenca de:

e Comprometimento motor progressivo, documentado por histéria ou
avaliacao clinica repetida, precedido por fungao motora normal;

e Disfungao do neurdnio motor superior e inferior em pelo menos uma
regido do corpo (na mesma regido do corpo se apenas uma regiao do corpo
estiver envolvida) ou disfung&o do neurénio motor inferior em pelo menos duas
regides do corpo;

e Exclusao de processos patologicos alternativos.

Chama-se a atengao para o fato do diagnéstico da ELA ser dificil, tardio,
oneroso € muitas vezes pouco conclusivo, devido a auséncia de um marcador
bioldgico e de caracteristicas neurorradiolégicas ou neurofisiologicas precisas,
podendo atrasar o diagnostico.

O diagndstico da ELA é um diagnéstico de exclusao, principalmente por
ser uma doenga rara e complexa, e com uma ampla gama de diversidade de
fendtipos.

Nos dias atuais ndo possuimos nenhum marcador quantitativo
bioquimico que ajude na definicao diagndstica, ou que possa predizer a presenca
da doenca antes dos sintomas classicos estarem instalados, quando de fato, é
muito dificil intervir clinica ou farmacologicamente e reverter os processos
neurodegenerativos ja instalados. Desta forma € fundamental que se possa
procurar alternativas diagnodsticas que auxiliem na deteccédo precoce da ELA,
como um biomarcador.

A maioria dos casos de ELA é do tipo esporadica (90 %) e expde
controvérsias em relagdo a possiveis fatores de risco. Evidéncias
epidemiologicas sugerem que desportes profissionais com risco de concussao
(como futebol) carregam o maior valor relativo risco de ELA em comparagao com
desportes profissionais sem risco de concussao e desportes nao profissionais
com e sem risco de concussao. Uma associacdo também existe entre militares,
atletismo, exposicdo a certos solventes e pesticidas, tabagismo, exposicado a
metais pesados, cianotoxinas e choque elétrico (QUINN; ELMAN, 2020).

A histéria familiar € o unico fator de risco estabelecido, ja que a presenca
de mutagdes especificas permite realizar o diagndstico genético em ELA familiar,
o qual ocorre s6 em 10 % dos casos, e, na maioria das vezes, apresenta um

padrao de heranga autossémica dominante.
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Apesar de haver uma casuistica em torno de 10 % de casos de ELA
familiar, os genes causadores da ELA foram identificados em cercade 5 a 10 %
de todos os casos ELA familiar (CHEN et al., 2013).

Entre esses, os mais comuns sdo causados pela mutagcdo no gene
SOD1 (20 %), 4-5 % dos casos sao resultados de mutagées em genes TARDBP
e FUS, mais de 30 % dos casos estao associados a mutagdes C9orf72 (CHEN
et al., 2013), e cerca de 17 % dos casos em estudo de triagem genética para a
mutacao C9orf72 na populacao brasileira, em estudo conduzido com dados dos
anos de 1998 a 2016 (CINTRA et al., 2018).

O principal limitante para poder contar com biomarcadores precoces da
ELA reside principalmente no pouco entendimento da fisiopatologia. Embora
nestas ultimas décadas tenha-se produzido uma grande evolugdo sobre o
entendimento dos diferentes aspectos da doenca, ainda nao existe definicao
clara sobre os mecanismos moleculares envolvidos. Inclusive, ainda sao
empregados instrumentos diagnoésticos que vém sendo modificados ao longo
dos anos, desde o momento da criagao originalmente proposto por Lambert em
1957, passando pelos critérios de E/ Escorial e Awaji-Shima, até os
recentemente publicados critérios de Gold Coast (SHEFNER et al., 2020).

A FDA (do Inglés, Food and Drug Administration) define a um
biomarcador como uma caracteristica determinada que € medida como um
indicador de processos biolégicos normais, processos patogénicos ou respostas
a uma exposicao ou intervencao, incluindo intervencgdes terapéuticas (FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION, 2021). Por exemplo, -caracteristicas
moleculares, histologicas, radiograficas ou fisiologicas sao tipos de
biomarcadores (WILKINS; DIMACHKIE; AGBAS, 2021).

Um biomarcador ndo necessariamente forma parte da fisiopatologia da
doenca; o marcador biolégico so6 informa sobre um determinado processo. Mas,
conhecendo melhor os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
processos neurodegenerativos, se abre a oportunidade de identificar potenciais
metabolismos celulares que possam informar também sobre a condicdo do
processo num determinado individuo.

Assim, contar com um biomarcador que permita identificar a presenca,
ou a deteccgao pré-sintomatica da disfungao dos neurdnios motores, que sdo os
corpos celulares afetados inicialmente na ELA (MEJZINI et al., 2019), se

transformaria numa ferramenta de uso na clinica muito valiosa.
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Os biomarcadores ainda devem possuir determinadas caracteristicas
incluindo serem precisos, sensiveis, acessiveis, e principalmente identificar
individuos portadores da doenga e individuos sadios (BENATAR et al., 2016).
Isso significa, que ainda deve existir uma equipe treinada que tenha a
capacidade de desenvolver métodos quantitativos que permita mensurar o
biomarcador.

Tipicamente, as doengas neurodegenerativas, como a ELA, tém utilizado
nos ultimos anos alguns biomarcadores que incluem:

e Mensuragbes genéticas: principalmente mutagdes associadas ao
gene SOD1, que estdo associadas a forma familiar da ELA (MEJZINI et al.,
2019), ou genes associados a maior risco de desenvolver a forma esporadica da
ELA, como C9orf72, TDP-43, FUS e SOD1 (CHEN et al., 2013);

e Bioquimicos: marcadores inflamatorios como a PCR (MCGEER;
MCGEER, 2002);

e /magens funcionais como a tomografia computadorizada por emisséo
de pésitrons (PET scan) (BENATAR et al., 2016) e

e Analises estruturais como 0s biomarcadores em neuroimagem na
ressonancia magnética tais como morfometria baseada em Voxel, e em
superficie, e imagem do tensor de difusdo (BENATAR et al., 2016).

No entanto, nenhum destes biomarcadores, com exceg¢ao daqueles que
permitem o diagnostico genético, conseguiram identificar a priori portadores de
ELA até o inicio dos sintomas acontecerem. Portanto, o intuito deste trabalho foi
buscar novos marcadores, que evidenciem a atividade de determinadas vias
metabdlicas que potencialmente indiquem a presenca da ELA.

O aumento crescente na incidéncia de diagnosticos de individuos
acometidos por doengas neurodegenerativas no mundo, acompanhando o
envelhecimento populacional, em particular a ELA, a necessidade de encontrar
alternativas terapéuticas mais efetivas para as mesmas, e a necessidade de
contar com biomarcadores quantitativos que permitam prognosticar o curso da
doencga, justificaram o desenvolvimento deste trabalho que visou entender o
papel do metabolismo da BH4 no processo neurodegenerativo da ELA e que
baixas concentracbes de BH4 possam ser identificadas precocemente em
pacientes acometidos por ELA, antes dos sintomas clinicos classicos estarem

instalados.
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A BH4 é a forma reduzida e funcional da pterina denominada biopterina,
atuando como cofator obrigatério para a atividade das enzimas fenilalanina
hidroxilase, tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase, as quais catalisam as
etapas iniciais da degradacgao da fenilalanina no figado, assim como as etapas
limitantes da biossintese dos neurotransmissores dopamina e serotonina
(GHISONI et al., 2015a; PIRES et al., 2020b).

Além disso, a BH4 também atua como cofator obrigatério para a
atividade de todas as isoformas de Oxido nitrico sintase, sendo, portanto,
essencial para a sintese de 6xido nitrico, molécula mensageira envolvida em no
sistema vascular e nos processos cognitivos, entre outros (TAYEH; MARLETTA,
1989). A BH4 é ainda um cofator obrigatério para o metabolismo de éteres
lipidicos, por ser o cofator da enzima alquilglicerol monooxigenase (AGMO)
(SAILER et al., 2021).

A sintese de BH4 esta presente em provavelmente todas as células e
tecidos dos organismos superiores (KAUFMAN, 1993) (MARTINS et al., 2018) e
€ esperado que sua disfuncao ou deficiéncia comprometa numerosos processos
celulares que podem promover o aparecimento ou a progressao do curso da
doenca de doengas neurodegenerativas, incluindo a ELA.

A neopterina, um dos metabdlitos da BH4, é um subproduto da via de
novo da BH4 (ver Figura 1) e tem sido empregada por mais de cinco décadas
como um marcador sensivel da ativagao do sistema imune, tanto em condi¢cdes
inflamatdrias agudas como crénicas (BAIER-BITTERLICH et al., 1995; CIRILLO
et al., 2006; HOFFMANN et al., 1996; SCHOBERSBERGER et al., 1996; WEISS
et al., 1993).

A neopterina é formada em grandes quantidades e liberada no sangue
por células imunes antes das citocinas pro-inflamatdrias classicas como IL-13 e
IL-6 aparecerem no plasma de individuos acometidos por doengas inflamatorias
cronicas e agudas (HULL; PASINETTI; AISEN, 2000; WESTARP et al., 1994;
WIDNER; LEBLHUBER; FUCHS, 2002; WISSMANN et al., 2013).

A diferenga temporal se deve a via de novo da BH4 ser controlada
transcricionalmente por mediadores proé-inflamatérios como o IFN-y, e por
peréxido de hidrogénio (FRANSCINI et al., 2003), um mediador de estresse
oxidativo e de disfungdo mitocondrial (ISHII et al., 2005). Neste contexto, nosso
grupo demonstrou pela primeira vez que a neopterina € também liberada por

células nervosas humanas primarias, incluindo neurdnios glutamatérgicos,
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astrécitos e microglia quando expostas a um ambiente inflamatério (MARTINS
etal., 2018).

Demonstramos também que a exposigao de células nervosas humanas
a lipopolissacarideo ou interferon-y provocou a formag¢ao de uma taxa constante
de neopterina, sugerindo que a secregao de neopterina, e portanto, do metabdlito
principal da via, a BH4, € um processo constitutivo e que potencialmente ocorre
por difusdo passiva seguindo um gradiente de concentracdo de forma nao
saturavel (MARTINS et al., 2018).

Estudos prévios tém demonstrado que os niveis de neopterina se
encontram aumentados no plasma de individuos afetados por outras doencgas
neurodegenerativas, incluindo as doencas de Parkinson (WIDNER;
LEBLHUBER; FUCHS, 2002), de Alzheimer e de Huntington (LEBLHUBER et
al., 1998), e que esse aumento é independente das concentragbes cerebrais
(KUEHNE et al., 2013).

No caso particular da ELA, a literatura tem apresentado resultados
contraditérios relacionados com as concentracdes de neopterina em diferentes
fluidos biolégicos. Por exemplo, as concentragdes plasmaticas de neopterina
foram reportadas como normais em trés estudos que envolveram 62 (WESTARP
etal., 1994), 38 (WESTARP et al., 1993b), e 47 (WESTARP et al., 1993a) casos
de ELA esporadica.

Estes trabalhos provenientes do mesmo grupo de pesquisa, estariam em
principio de acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo; no
entanto, existem alguns pontos que devem ser ressaltados. Dois dos trabalhos
acima citados usaram uma populagéao histérica como grupo controle, escolhidos
de um banco de dados de individuos que realizaram check up clinico-bioquimico
e que supostamente nao estariam afetados por nenhum tipo de condi¢cao que
poderiam modular os niveis de neopterina.

Esses individuos geraram um limite de corte de neopterina plasmatica
de 10 nmol/L, bem maior dos valores conhecidos como normais para individuos
sadios de 5 nmol/L (ESPINDOLA; SCHEFFER; LATINI, 2021; MATIOLLO et al.,
2020). Os autores ainda ressaltaram que, apesar dos valores terem sido
encontrados dentro da normalidade, observaram um aumento linear nos valores
plasmaticos de neopterina com o aumento da idade (WESTARP et al., 1994).

Ainda, esses estudos utilizaram como grupo controle individuos que nao foram
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pareados por sexo e idade, o que pode ter comprometido a analise do intervalo
de normalidade relatada.

No terceiro trabalho acima citado, o grupo controle foi constituido por
195 pacientes neurologicos internados sem afecgdo aguda de nervos cranianos,
mielopatia ou sindromes parkinsonianas (WESTARP et al., 1993b). Embora os
controles nao fossem afetados por ELA, ou outra doenga neurodegenerativa,
apresentavam alguma disfungdo neuroldgica, colocando um viés ao grupo
controle. Como esses controles se encontravam internados por causa da
disfungdo neuroldgica, estes participantes poderiam ter varios fatores
modulando o metabolismo do BH4.

De acordo com a Figura 7A observamos que a maioria dos participantes
acometidos por ELA apresentaram valores menores ou similares ao grupo
controle, e s6 quatro deles se encontram aumentados. Quando estes outliers
foram excluidos, os grupos diferenciaram-se significativamente. Ainda, houve
um participante com ELA familiar, que apresentou valores similares ao resto
do grupo de participantes com ELA esporadica.

O grupo controle desta pesquisa foi estrategicamente definido por
voluntarios saudaveis que apresentaram IMC menor que 25, nao relataram
queixa de dor crbnica, nao apresentaram historia prévia de doengas
neuropsiquiatricas, de condigdes crbnicas inflamatérias ou autoimunes, n&o
apresentaram historia de internacao, de cirurgia, de doencgas infectocontagiosas,
ou de uso de anti-inflamatoérios e antibidticos por mais de trés dias nos ultimos
trés meses; sem gestacao ou puerpério nos ultimos seis meses, e sem histéria
de neoplasia nos ultimos doze meses. Este grupo controle apresentou valores
de neopterina plasmatica de 2,29 + 6,10 que se encontram de acordo com a
literatura (ESPINDOLA; SCHEFFER; LATINI, 2021; MATIOLLO et al., 2020).
Dessa forma, sabendo que a neopterina se encontrou diminuida
significativamente em 89 % dos participantes com ELA permite sugerir que i) a
sintese de BH4 se encontra diminuida o que provoca menores valores de
neopterina, ou que i) a BH4 e/ou neopterina estdo sendo consumidas por
processos oxidativos, por processos que metabolizam lipideos, ou por produg¢ao
excessiva de oxido nitrico. Em ambos os casos, as concentracdes em defeito do
cofator enzimatico poderiam comprometer o sistema de neurotransmissio e
vascular central, e gerar o acumulo de lipideos atipicos toxicos, propiciando um

ambiente neurodegenerativo.



90

Nosso grupo de pesquisa tem descrito que além da funcéo
tradicionalmente descrita de cofator enzimatico, a BH4 e também a neopterina
sdo moléculas antioxidantes ((MARTINS et al., 2018; GHISONI et al., 2015b;
LATINI et al., 2019), reguladores da resposta inflamatoria (CRONIN et al., 2018),
e potencializadores da geracdo de energia (LATINI et al., 2018), fungbes que
foram demonstradas em sistemas experimentais e em amostras humanas.

Existem também descrigbes na literatura quanto aos valores de
neopterina na ELA no LCR. Os artigos acima citados do grupo de Westarp e
colaboradores (WESTARP et al, 1993a, 1993b, 1994) reportaram as
concentragcbes de neopterina no LCR como normais nos casos de ELA, mas,
como discutido anteriormente, ndo houve comparagao com um grupo controle
de voluntarios saudaveis. De forma similar aos estudos de Westarp et al. (1993a;
1993b; 1994), um estudo realizado em 34 participantes afetados por diferentes
doencas neuroldgicas/neurodegenerativas, incluindo os 12 participantes
afetados por ELA (YOSHIDA et al., 1999) mostrou valores de neopterina de 16,0
t+ 5,3 nmol/L em sujeitos controles e de 23,7 + 10,2 nmol/L nos participantes
afetados com ELA.

Novamente o grupo controle considerado como sadio foi obtido de
pacientes sem doencgas neuroldgicas, mas com fratura éssea de perna, o que
pode ter modulado o metabolismo central da BH4, ndo permitindo evidenciar as
concentragbes aumentadas no LCR do grupo com ELA. Os autores deste
trabalho também sugeriram que a producado de neopterina corresponde a
producao central da molécula, e ndo se trata de uma mera difusdo desde o
plasma (YOSHIDA et al., 1999). Esta conclusédo esta de acordo com Keune e
colaboradores (KUEHNE et al., 2013) que demonstraram aumento das
concentragdes de neopterina exclusivamente no LCR de individuos afetados por
esquizofrenia e doencas do espectro afetivo sem apresentar compromisso na
permeabilidade da barreira hemato-encefalica (KUEHNE et al., 2013). Também
esta de acordo com o0 nosso trabalho pioneiro demonstrando que existe sintese
de neopterina por células nervosas humanas quando submetidas a um ambiente
inflamatério (MARTINS et al., 2018).

Ainda, sabe-se que a passagem de neopterina desde o plasma para o
LCR teria que seguir um gradiente de 40:1 (HAGBERG et al., 2010), indicando
que aumentos no LCR devido a um aumento nas concentragdes plasmaticas

deveriam envolver aumentos de pelo menos 40 vezes no plasma para aparecer
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no LCR, como tem sido descrito em individuos afetados por o virus da
imunodeficiéncia humana (BAIER-BITTERLICH; WACHTER; FUCHS, 1996;
HAGBERG et al., 2010).

Apesar da avaliagdo de neopterina no LCR néo ter sido objeto de nossa
pesquisa, percebe-se a importancia da aplicabilidade clinica da determinacéao de
neopterina como indicador prognostico ou de acompanhamento evolutivo nestes
individuos com ELA, principalmente por refletir a atividade do metabolismo da
BH4 no sistema nervoso central.

Recentemente, um grupo de pesquisadores avaliou as concentragdes
de neopterina na urina de 81 participantes acometidos por ELA e 68 individuos
saudaveis pareados por sexo e idade (LUNETTA et al., 2020). Os autores
demonstraram um aumento significativo da neopterina na urina, e sugeriram que
esse aumento reflete o processo neurodegenerativo. Neste sentido, 0 nosso
grupo de pesquisa se posicionou frente a estas conclusbes mediante uma carta
ao editor (ESPINDOLA; SCHEFFER; LATINI, 2021), justificando que
provavelmente a neopterina urinaria esteja relacionada ao grau inflamatorio
sistémico e ativagdo de células imunes circulantes no sangue, e que néao
necessariamente representa a gravidade do processo neurodegenerativo, como
discutido acima. Além disto, os pacientes encontravam-se em estagios mais
avancgados da doenca, fato que pode ter determinado os niveis aparentemente
mais altos de neopterina sistémica, pelo avango do processo inflamatdrio.

Um estudo longitudinal que avaliou as concentragbes urinarias de
neopterina em 29 participantes com ELA (SHEPHEARD et al., 2021), encontrou
resultados similares aqueles publicados por Lunetta e colaboradores (LUNETTA
et al., 2020).

Os autores mostraram aumento longitudinal dos niveis de neopterina e
sugeriram que a medida poderia se transformar num biomarcador da progressao
da ELA (SHEPHEARD et al., 2021). No entanto, novamente ressaltamos que
baseado na baixa difusdo de neopterina plasmatica para o sistema nervoso
central (HAGBERG et al., 1993), e a falta de informacao sobre a permeabilidade
da barreira hemato-encefalica dos participantes dos estudos de Lunetta
(LUNETTA et al., 2020) e Shepheard (SHEPHEARD et al., 2021), é impossivel
predizer uma origem diferente para a neopterina urinaria que nao seja a

plasmatica, o que provavelmente reflete a ativagcdo de células imunes
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sanguineas, as principais produtoras de neopterina perifericamente (WERNER-
FELMAYER et al., 1990).

A analise da curva ROC foi incluida para avaliar o poder preditor de
baixas concentragcbes de neopterina na classificacdo de participantes afetados
por ELA. Com os resultados tendendo ao valor 1 de predigdo perfeita, foi
demonstrado que ha 82 % (AUC= 0,82) de probabilidade de valores baixos de
neopterina serem encontrados em participantes com ELA. Assim,
podemos propor a neopterina plasmatica como um potencial biomarcador no
ELA.

No caso do nosso estudo, podemos sugerir que as baixas concentragdes
de neopterina observadas no plasma dos participantes afetados por ELA podem
representar aumento do estado oxidativo. Essa conclusdo esta baseada em
observagbes pré-clinicas do nosso grupo demonstrando potente capacidade
antioxidante (LUCAS et al., 2014; GHISONI et al., 2015b). Assim, este trabalho
também abre uma nova linha de pesquisa que visara analisar o estado oxidante
nos participantes deste estudo.

Com o propésito de contribuir com a definicdo da casuistica de ELA no
estado de Santa Catarina, foram aplicados questionarios, instituido escalas e
realizado exames laboratoriais e avaliagdo das principais mutagdes génicas em
ELA.

Por se tratar de uma doenga rara, de evolugao rapida e progndstico
desfavoravel, é desafiador realizar estudos epidemiolégicos em larga escala em
ELA. Exemplo desse desafio é o estado de Santa Catarina pois somos um
estado da regido sul da federagéo brasileira com uma populagao estimada de
7.338.473 pessoas distribuidas em 295 municipios e 6 mesorregides, com raras
discussdes sobre essa doencga.

Nao ha dados precisos da incidéncia global e prevaléncia de ELA em
Santa Catarina devido a falta de estudos neste tema. Efetivamente, né&o
possuimos uma definicdo de dados epidemioldgicos estaduais nem se ha
diferengas regionais relacionadas a fatores socioecondmicos, genéticos ou
ambientais.

Considerando a importancia de aprofundar os estudos sobre a ELA em
todos os estados brasileiros, nos propusemos a realizar a primeira série de casos
de ELA em Santa Catarina, fornecendo a pioneira descricdo epidemiolégica
acerca desta doenca. Entretanto, devido a localizagdo geografica do HUPEST,
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localizado em Florianépolis, em uma ilha na porcdo mais a leste do estado,
alguns participantes que residem perto do hospital estiveram mais representados
em nossa amostra.

A primeira constatagdo do nosso estudo foi a idade média do inicio dos
sintomas da ELA de 56,8 anos, semelhante a outros estudos, como nos estados
de Minas Gerais (PRADO et al., 2016), Parana (TRILICO et al., 2020) bem como
no Brasil (COUTO et al., 2021). Neste, foi avaliado, retrospectivamente, a
quantidade de 1.116 individuos com ELA coletados de 308 cidades de 25
estados brasileiros.

Todavia, em comparacgao a estudos internacionais (MARIN et al., 2016),
o inicio de sintomas foi mais precoce em nossa pesquisa. Esta diferenca
possivelmente pode estar relacionada a menor expectativa de vida no Brasil em
relagdo aos paises desenvolvidos, bem como caracteristicas econémicas,
ambientais e genéticas que possam alterar o inicio da doenca.

Como outro ponto de destaque em nosso estudo, a proporgcéo de sexo
masculino/feminino encontrada foi semelhante aos da literatura nacional
(PRADO et al., 2016; LINDEN-JUNIOR et al., 2013; COUTO et al., 2021) e
internacional, os quais mostram uma relagao variando de 1,2 — 1,7:1 (MARIN et
al., 2016).

Quanto ao nivel educacional médio encontrado em nossos participantes
foi maior que a média da populagado catarinense de 9,7 (IBGE, 2019) e que a
meédia nacional de 9,4, caracterizando a diversidade e disparidade das
distribuicbes regionais e sociais pelo pais e refletindo um melhor nivel
educacional encontrado na regido sul do Brasil.

A apresentagao clinica da ELA é heterogénea e carrega estreita ligagao
com o tipo de NM predominante afetado e o fendtipo clinico (TAKEDA;
KITAGAWA; ARAI, 2020).

A maioria dos pacientes no Brasil e no mundo tem como fendtipo clinico
de ELA de inicio espinhal (BROWN; AL-CHALABI, 2017; COUTO et al., 2021;
TAKEDA; KITAGAWA; ARAI, 2020), concordante com o resultado da nossa
pesquisa, inferindo que, embora seja uma amostra pequena, podemos confirmar
que a nossa populacio estudada nao se diferencia do restante do Brasil, e que
a apresentacéo clinica de Santa Catarina € muito similar a encontrada no pais.

Nesse aspecto temporal do estudo, encontramos uma mediana de 12

meses em relagdo ao tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico. Este
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intervalo foi mais prolongado para individuos com ELA de inicio espinhal em
comparagao com individuos com ELA de inicio bulbar. Este intervalo de tempo
até o diagnostico tem sido muito explorado em estudos clinicos relacionados a
ELA e ha uma concordéncia geral de que os casos de ELA de inicio bulbar,
comparados ao de inicio espinhal, ttm menor tempo até o diagndstico.

Ainda neste tema, em relagdo a meédia geral de tempo entre o inicio dos
sintomas e o diagndstico, nossos resultados encontrados sao discrepantes da
literatura. Um estudo em paises desenvolvidos (MARIN et al., 2016) encontrou
dados comparaveis aos apresentados no presente estudo, mostrando um
intervalo de 10 a 17 meses, ja em uma outra pesquisa envolvendo uma base
populacional italiana, com 130 casos de ELA, mostrou um tempo mais curto até
o diagndéstico com 9,3 meses (ZOCCOLELLA et al., 2006). Por fim, os dados em
uma pesquisa da populagcédo mineira (PRADO et al., 2016) de uma série de casos
de 72 participantes com ELA e outra nacional (COUTO et al., 2021) que avaliou
1116 individuos com ELA encontrou valores maiores que os resultados da nossa
pesquisa, com médias de 20 e 17,6 meses, respectivamente.

Dessa forma, podemos concluir que esta discrepancia possa ter relacéo
com o indice de desenvolvimento do pais, a medida que a disponibilizagao
de mais recursos e acesso rapido ao medico especialista e a exames
complementares contribui para um diagndstico mais precoce dos pacientes.

Como quesito avaliado, o tempo de evolugao do diagndstico até o dia da
entrevista, nossos dados mostraram-se maiores, e por conseguinte,
discordantes do mais recente estudo nacional (COUTO et al., 2021). Isto pode
ter ocorrido devido ao fato de nossa amostra ter sido composta por 11
participantes com mais de 7 anos de evolucdo de doencga, tempo incomum de
sobrevida para portadores de ELA. Com base nestes dados, inferiu-se que este
perfil de participantes teve maior representatividade na participacdo do estudo
devido ao fato que, quanto mais lenta for a evolugao clinica, maior a chance de
permanecer em condi¢des clinicas de deslocamento e com isto, maiores as
chances de participar do estudo.

De forma inversa, aqueles participantes que neste estudo apresentaram
a forma clinica de ELA mais severa e evolugdo mais rapida, apresentaram menor
representatividade por ndo possuirem condi¢des de integrar o estudo.

Para aprofundar esta analise, destaca-se, ainda, nos dados

encontrados, ter ocorrido uma relagao direta entre o tempo entre o inicio dos



95
sintomas até o diagndstico, com o tempo de duragédo da doencga, até a entrevista
e o tempo que o participante permanecia apresentando sintomas de caimbras.

Estes achados corroboram com o estudo italiano com 130 individuos
diagnosticado com ELA (ZOCCOLELLA et al., 2006), ao afirmar que
habitualmente, a fase caracterizada pela presenca apenas de caimbras é
geralmente muito curta pois outros sintomas sobrevém as caimbras. Naqueles
pacientes com caimbras, sem fraqueza ou atrofia, s&o mais propensos a ter um
curso mais lento e com disseminacao limitada de sinais e sintomas em diferentes
regides do corpo, sendo mais dificil preencher os critérios para realizar o
diagnostico.

Com os resultados de nosso estudo, os sintomas clinicos iniciais
relatados foram fraqueza em membros superiores, seguido de fraqueza em
membros inferiores e disartria. Estes dados foram semelhantes ao encontrado
em um estudo realizado no estado de Minas Gerais (PRADO et al., 2016), ao
analisar uma série de casos de 72 individuos que eram acompanhados em dois
diferentes hospitais publicos daquele estado, mostrando que, mesmo em regides
distintas do Brasil, ndo se observa distincdo entre as caracteristicas clinicas
iniciais da ELA.

A dificuldade em preencher os critérios para o diagnéstico de ELA e a
progressao rapida dos sintomas s&o os principais fatores complicadores no
acompanhamento destes sujeitos.

O diagndstico precoce e a melhora da qualidade de vida podem
contribuir para a melhora do desfecho clinico, especialmente naqueles mais
afetados e com pior progndstico.

No tépico de avaliacdo de possiveis preditores de maior tempo entre o
inicio dos sintomas até o diagndstico, encontramos o fenétipo de ELA de inicio
espinhal, corroborando com (ZOCCOLELLA et al., 2006). Estes achados podem
ser consequéncia de um diagnéstico diferencial mais dificil com outras doencgas
como mielopatias secundarias e a espondilose vertebrais.

Também foi observado como preditor do maior tempo entre o inicio dos
sintomas até o diagnostico os participantes com idade mais jovem ao inicio dos
sintomas, diferentemente dos dados encontrados em Zoccolella e
colaboradores, que perceberam um maior tempo até o diagndstico nos
individuos idosos, com idades entre 65 e 75 anos (ZOCCOLELLA et al., 2006).
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Desta maneira, nossos achados precisam de replicagdo em mais estudos para
confirmacao dos resultados.

Explorando mais acerca de predigdo, pudemos observar em Nnosso
trabalho que os preditores de qualidade de vida estdo relacionados a
funcionalidade, representada pela escala ALSFRS-R/BR. Estes dados foram
confirmados por literatura que abordou metodologia semelhante de pesquisa
(ALENCAR et al., 2021) com 45 individuos com ELA acerca de qualidade de
vida, funcionalidade e fadiga.

Os autores alertam para a necessidade de disponibilizar condicbes e
aumentar a atencdo no acompanhamento de pacientes com estas
caracteristicas, a fim de minimizar possiveis prejuizos na qualidade de vida
durante a evolucao da doenca.

Em se tratando da avaliagao da CVF, foram observados valores menores
em participantes do sexo feminino, diferentemente de outros estudos na qual foi
realizada uma revisdo prospectiva de sujeitos  em uso de ventilagdo mecanica
invasiva e ndo invasiva, ndo tendo observado diferencas do CVF em relagdo ao
sexo (PINTO; PINTO; CARVALHO, 2007; TOLLEFSEN et al., 2010). Neste
sentido, nossos dados podem ter sido reflexo da pequena amostra das
espirometrias analisadas, ja que cerca de metade dos participan tes trouxeram
0 exame, realizado previamente, no dia da entrevista, e ndo houve realizagéo
deste exame na mesma data, contribuindo para que os resultados nao reflitam a
situagao atual do participante. Desta forma, € necessario realizar mais estudos
no futuro para avaliar a replicabilidade dos dados.

Muitos estudos tém avaliado a funcao respiratéria em individuo s com
ELA, considerando a relevancia dos sintomas na qualidade de vida e progndstico
destes individuos. Independente dos diferentes tipos de apresentagao clinica, a
grande maioria dos individuos acaba apresentando dificuldades com fala,
obstrucao das vias aéreas ou aspiragao pulmonar de secrecées a medida que a
fraqueza de musculos respiratérios e de segmento bulbar progridem. Pode haver
também alteragdo na fungdo do nervo frénico, resultando em fraqueza do
diafragma e ocasionando dispneia, ortopneia e hipoventilagao e por conseguinte,
podem gerar sintomas como sonoléncia diurna excessiva (HARDIMAN; VAN
DEN BERG; KIERNAN, 2011).

As intervengdes nao farmacolégicas, como a ventilagdo nao invasiva,

tornaram-se o padrao de cuidados para suporte respiratorio em pacientes com
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ELA ao demonstrar beneficios em melhorar a qualidade de vida e a sobrevida, a
medida que apresentam declinio mais lento da fraqueza respiratéria em
comparagao aos pacientes nao tratados.

O BiPAP é um dos tipos de respiradores mecanicos usados no suporte
ventilatorio por pressdo e que séo tipicamente empregados para a ventilagdo
nao invasiva, tendo a capacidade de gerar um fluxo de ar para o paciente
fazendo com que a pressao nas vias aéreas do individuo fique sempre positiva.
As indicagdes ao uso do BiPAP estao relacionadas aos diversos parametros
como CVF < 50%, pressao inspiratoria maxima inferior a 60 cm H20,
dessaturagdo noturna < 89% por > 5 minutos ou Pressédo parcial do gas
carbdnico (PCO2) > 45 mm Hg. Quando ha necessidade do uso de BiPAP por
um periodo maior do dia, este deve ser trocado por um ventilador ndo invasivo
(BOURKE et al., 2006).

Ao tratar deste tema e sua relagéo entre a presencga de sonoléncia diurna
excessiva e o0s sintomas ventilatorios, foram encontrados valores médios
normais na escala de sonoléncia diurna de Epworth e de CVF. Todavia, através
do interrogatério de sintomas relacionados a ventilagdo, foram observados uma
percentagem maior de relatos com sintomas de fadiga e dispneia em esforgo
comparado a uma menor percentagem de participantes que utilizavam o
dispositivo BiPAP. Isto pode denotar que a escala de Epworth nao contribua
como um instrumento especifico e precoce para este grupo de participantes.

Da mesma maneira, os valores absolutos de CVF possam apresentar
esta mesma limitacdo tendo em vista principalmente os individuos com
predominio da forma bulbar, que pode néo haver vedacgao labial suficiente para
realizar a espirometria, ocasionando limitacbes na medicdo do CVF e
subestimando o grau de disfungdo muscular respiratéria.

Outro fator observado foi o baixo percentual da utilizagao de BiPAP em
relacdo a porcentagem de sintomas ventilatorios relatados pelos participantes.
Isto pode ser o resultado de uma demora na indicagao clinica para a utilizacao
deste tipo de dispositivos.

Como a utilizagdo de ventilagdo nao invasiva prolonga a sobrevida e
melhora a qualidade de vida dos individuos afetados por ELA (HOBSON;
MCDERMOTT, 2016), € de suma importancia questionar ativamente acerca dos
sintomas relacionados a ventilagdo bem como instituir precocemente a indicacao

de dispositivos especificos, evitando piora do desfecho e progndstico clinico.
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A populagédo do estudo foi composta na maioria dos casos por individuos
com diagnéstico de ELA clinicamente definida, a partir dos critérios de Awaji-
Shima, e pelo fendétipo clinico de inicio espinhal, bem como a categoria clinica
inicial, que foi de ELA do tipo espinhal, sendo mais prevalente a do subtipo
lombar, dados semelhantes a literatura (VELDINK et al., 2014; ZOCCOLELLA et
al., 2006).

Houve, a partir de nossos resultados, maior comprometimento na forma
leve da escala de estado de saude em mulheres e moderada em homens, que
estdo de acordo com estudo anterior (SHAMSHIRI et al., 2016) mas discordante
do estudo de Gomes e colaboradores (GOMES et al., 2021) que teve em sua
amostra uma maior percentagem de individuos nas formas severa e terminal,
fato este que pode estar diretamente relacionada a populagao estudada neste
grupo, ja que o intervalo de tempo do inicio dos sintomas até o diagnéstico foi
maior que o dobro do tempo encontrado em nossa pesquisa, possivelmente
contribuidos por uma assisténcia a saude mais tardia e menor precocidade de
intervencado, prejudicando o desfecho observado. Além disto, obtivemos a
particularidade de encontrar uma populagdo de homens mais jovens estarem no
estagio terminal, apesar da amostra deste estagio ter sido pequena.

Desta forma, os resultados sobre a classificacdo da ELA pelos critérios
de Awaiji-Shima, fendtipo clinico e escala de saude estdo de acordo com estudos
anteriores e ratificam varias caracteristicas clinicas comuns a individuos
portadores de ELA.

A amostra foi composta, predominantemente, por ELA do tipo
esporadica, sendo constatado apenas um participante confirmando a forma de
ELA do tipo familiar devido a mutagcdo do gene FUS. Apesar deste gene seja
responsavel por uma pequena porcentagem de casos familiares e da forma
esporadica, individuos com esta mutagdo sdo caracterizados por uma ampla
gama de inicio da doenga de 26 a 80 anos com a duragdo média em torno de 33
meses. A maioria dos casos mostra predominancia de sinais de NMI, sem
envolvimento da regido bulbar e sem comprometimento cognitivo. Estas
mutagdes também sdo encontradas em individuos acometidos por ELA e DFT e
em pacientes juvenis de ELA (CHEN et al., 2013).

Embora tenha havido relato de 5 casos familiares de ELA nos
participantes do estudo, a casuistica encontrada com a relag&o entre apresentar
casos familiares de ELA e ser detectado algum tipo de mutagdo génica
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relacionada a ELA foi mais baixa que uma coorte recém-publicada no pais
(GONCALVES et al., 2021), pois foi encontrada apenas um participante com
mutacdo no gene FUS, e nesta coorte foi identificada a mutagao genética em
70% das familias estudadas.

Outrossim, é importante enfatizar que o painel de mutagbes genéticas
realizado em nossa pesquisa nao avaliou a presenga da mutagdo no gene
C9orf72, o segundo gene mais prevalente entre individuos com ELA do tipo
familiar e esporadica Brasil (GONCALVES et al., 2021).

O uso dos instrumentos de avaliagdo funcional permite classificar e
avaliar a progressao da doenca relativa a funcionalidade, além de tornar a
avaliagcao quantitativa de facil aplicagao, interpretacdo e comparacao.

A Escala ALSFRS/R-BR é um instrumento de avaliagdo funcional de
baixo custo e facil aplicagdo, podendo ser utilizado como um preditor da
progressao de doenga ao avaliar as limitagdes diarias, além de ndo necessitar
de equipamentos de medicao ou treinamento intensivo, auxiliando profissionais
da area da saude, tanto para a pratica clinica quanto em estudos cientificos
envolvendo individuos com ELA (GUEDES et al., 2010).

A qualidade de vida esta relacionada com a percepgao que o individuo
tem de si mesmo dentro do seu contexto de vida, incluindo objetivos,
expectativas e preocupacoes.

O interesse em mensurar e monitorar o estado de saude e perspectiva
de pacientes com diagndsticos que levam as condigdes neuroldgicas, como a
ELA, que apresenta consequéncias consideraveis para o individuo, cresceram
durante nos ultimos anos.

A escala de ALSAQ-40/BR foi desenvolvida especificamente para ser
usada em pacientes com ELA e tem se mostrado um instrumento valido para a
avaliagdo da qualidade de vida entre os pacientes (GREEN et al., 2003) foi
traduzida e validada para uso no Brasil em 2010 (PAVAN et al., 2010).

A respeito deste tema, os primeiros valores avaliados em nosso estudo
foram os escores totais da escala ALSFRS-R/BR que foram compativeis com a
literatura (VELDINK et al., 2014; GOMES et al., 2021; ALENCAR et al., 2021).

Ja para os escores totais de ALSAQ-40/BR dos participantes de nossa
pesquisa, encontrou-se dados antagbnicos no comparativo com outros estudos,
mostrando artigos com resultados semelhantes (GOMES et al., 2021) e valores
superiores ao nosso estudo (ALENCAR et al., 2021), com metodologia
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semelhante a nossa. Um terceiro estudo (VELDINK et al., 2014) randomizado,
controlado e multicéntrico demonstrou valores médios menores na escala de
qualidade de vida que o encontrado por nossa equipe.

Estas diferengcas sugerem que sdo necessarias pesquisas adicionais
para entender melhor quais fatores externos, ambientais e genéticos possam
influenciar na qualidade de vida, a medida que com a mesma funcionalidade, a
qualidade de vida possa flutuar, e desta forma, interferir positivamente para
melhorar este desfecho.

Na analise da mensuracgao da capacidade funcional e qualidade de vida
de individuos com diagnéstico de ELA em nosso estudo, foram correlacionadas
as escalas de ALSFRS-R/BR e a CVF com fendtipo clinico separados por sexo
e nao foram encontradas diferengcas em nenhuma das comparagdes.

A relagdo da ALSFRS-R/BR com sexo e fendétipo clinico também foi
estudada por Alencar e colabores (ALENCAR et al., 2021), que corrobora com
nossos dados, bem como os achados observados em relagdo ao CVF (PINTO;
PINTO; CARVALHO, 2007).

Por outro lado, a escala de ALSAQ-40/BR encontrou pior indice de
qualidade de vida no fendtipo bulbar, sendo ainda mais proeminente no sexo
feminino, estando de acordo com estudo brasileiro que enfatizou a piora da
escala ALSAQ-40/BR no sexo feminino, mas n&o avaliou a relagdo da escala
com o fendtipo clinico (ALENCAR et al., 2021).

Dada a importancia das escalas de funcionalidade e qualidade de vida,
foram realizadas correlagcbes entre estas e constatamos que as escalas
ALSFRS-R/BR e ALSAQ-40/BR expuseram uma correlagdo negativa. Isto
decorre em virtude da contagem de pontuagédo ser considerada invertida na
ALSAQ-40/BR, visto que uma maior pontuagcao neste escore denota pior
qualidade de vida.

Posto isto, os dados denotam que um maior escore na ALSFRS-R/BR
significa uma menor dificuldade nas AVD e, por conseguinte, melhor qualidade
de vida na escala de ALSAQ-40/BR, concordante com a literatura (ALENCAR et
al., 2021; GOMES et al., 2021), que realizou estudo prospectivo de individuo s
com ELA e avaliou ambas as escalas.

A correlacdo dos resultados do nosso estudo tornou-se ainda mais
evidente quando foram comparadas as relagdes entre as subescalas de ambas
as escalas ALSFRS-R/BR (dividida nas subescalas bulbar, motor fino, tronco e
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respiratorio) e ALSAQ-40/BR (dividida nas subescalas mobilidade fisica, AVD e
independéncia, alimentagao e degluticdo, comunicacao e reagdes emocionais).
Isto foi demonstrado entre as subescalas bulbar e alimentagao, motor fino e AVD,
e tronco com mobilidade, respectivamente.

Estes achados denotam que a funcionalidade interfere diretamente na
qualidade de vida dos participantes, principalmente naqueles quesitos
relacionados a degluticao e alimentacgao, interferindo tanto no quadro nutricional
quanto no risco de broncoaspiracdo, como também na possibilidade em ter
habilidade de realizar atividades cotidianas com independéncia ou manter a
mobilidade preservada por tempo prolongado.

Deste modo, acompanhar as mudangas na mobilidade e degluticéo
podem fornecer informagdes sobre declinio funcional e, consequentemente, a
reducdo da qualidade de vida.

Buscando avaliar a relagao das concentragdes de neopterina plasmatica
com a funcionalidade, a qualidade de vida e a CVF, os dados encontrados neste
trabalho expuseram uma correlagdo considerada significativa entre as
associacbes de neopterina com os escores da escala ALSFRS-R/BR, da
subescala tronco (da escala ALSFRS-R/BR) e de CVF, bem como da correlagao
negativa na subescala de mobilidade (da escala ALSAQ-40/BR) devido a
graduagéao de pontuagao invertida, conforme justificado no texto acima.

A andlise destes dados permite inferir que ha uma tendéncia significativa
ao mostrar que a neopterina sofre influéncia e, por conseguinte, ocorre
diminuicdo de suas concentragdes, a medida que ha progresséao da
funcionalidade, qualidade de vida e CVF, principalmente nos quesitos tronco e
mobilidade.

Desta forma, destaca-se que a diminuicido de neopterina, e
consequentemente o consumo de BH4, tende a refletir a piora clinica dos
individuos portadores de ELA. Esta tendéncia podera ser confirmada com um
numero maior de participantes no estudo.

Os valores médios do IMC na pesquisa foram normais. Entretanto, como
o IMC foi do momento da entrevista, ndo foi possivel avaliar se houve perda
ponderal desde o diagndstico da ELA.

A dieta é um fator modificavel que pode potencialmente compensar para
0 aumento da demanda de energia ou um IMC mais baixo em pacientes com

ELA, influenciando a forma como a doenga progride no individuo.
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Em nossa casuistica foram observados maiores consumos de frutas e
vegetais, seguidos de laticinios e carnes vermelhas. Estes dados séao
concordantes com um trabalho transversal que avaliou 302 portadore s de
ELA com duragdo dos sintomas menor ou igual a 18 meses, que apontou para
um maior cuidado nutricional deva ser considerado em promover a ingestao de
frutas e vegetais em pacientes com ELA, devido aos beneficios que estes
proporcionam (NIEVES et al., 2016).

Os exames laboratoriais em pacientes com ELA s&o realizados para
excluir outras doengas que possam coexistir ou que impliquem um diagnostico
diferencial. Estes podem expressar atividade de CPK elevada precedendo a
atrofia muscular e refletindo a denervagao muscular no estagio inicial (ITO et al.,
2019).

Ademais, a CPK tende a diminuir em fases mais tardias da doenca pela
perda de massa muscular (LIMA; EVANGELISTA; CARVALHO, 2003). Neste
sentido, apesar dos valores médios da CPK serem normais, diferentemente de
literatura que mostrou aumento no CPK em amostra que estudou 87 participan
tes com ELA (LIMA; EVANGELISTA; CARVALHO, 2003), notou-se que em
nossa casuista apontava para uma relagao direta entre as atividades de CPK,
aldolase, ALT e AST, inferindo que aumentos simultaneos proporcionais destas
enzimas costumam ocorrer na presenca de lesdo muscular.

Estes dados séo divergentes do encontrado na literatura, incluindo uma
revisdo sistematica e meta-analise que percebeu aumento dos niveis de CPK
embora estes niveis  nao pareceram afetar a sobrevivéncia de individuos com
ELA (CHENG; CHEN; SHANG, 2021).
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8 CONCLUSOES

No presente estudo foram fornecidas informagdes abrangentes acerca
de dados epidemioldgicos, caracteristicas clinicas, bioquimicas e de mutag¢des
genéticas em participantes portadores de ELA, em um hospital de referéncia
estadual. Os resultados encontrados fornecem uma avaliagao epidemioldgica e
clinica pioneira descrita no estado de Santa Catarina.

A ELA é uma doenga neurodegenerativa clinicamente definida como
uma sindrome clinicamente heterogénea que cursa com fraqueza e atrofia
muscular, caracterizada pelo acometimento do primeiro e segundo neurénio
motor, e cujos mecanismos fisiopatoldgicos nao tém sido ainda definidos.

O fato de ainda néo ter se encontrado uma assinatura de biomarcadores
deixa uma lacuna quanto a caracterizagdo dos diferentes estagios clinicos da
doenca, bem como o diagndstico clinico durante a fase inicial da doenca.

Este trabalho tem contribuido na identificagdo de um biomarcador
potencial que podera auxiliar no diagnostico da ELA, e na tomada de decisbdes
no planejamento do tratamento farmacoldégico.

A grande vantagem de contar com a quantificacdo de neopterina no
plasma de individuos acometidos por ELA, se encontra no facil acesso para a
sua determinacdo, a qual estd baseada no uso de kits comerciais ja
estabelecidos no mercado. Estes kits comerciais apresentam uma boa
sensibilidade e especificidade, que € comparavel com o método de referéncia
mundial para esta quantificagdo, a cromatografia liquida de alto rendimento
acoplado a deteccdo de fluorescéncia.

Baseados nos dados gerados neste trabalho podemos observar que as
caracteristicas clinicas e demograficas da doenga sdo muito similares aquelas ja
descritas no resto do pais e no mundo e traz dados pioneiros ao estado de Santa
Catarina.

Embasados na analise realizada deste estudo, chama-se atengcao aos
preditores clinicos de duracdo de tempo entre o inicio dos sintomas até o
diagndstico, com maior atraso diagnodstico para aqueles individuos com idades
mais jovens no inicio dos sintomas. Nesta mesma vertente, o preditor de pior
qualidade de vida esteve relacionado com a escala de funcionalidade, realgando

recomendacgdes de aspectos de suma relevancia para a pratica clinica.
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A identificagdo que a neopterina se encontra diminuida na maioria dos
participantes, a respeito do grupo de voluntarios sadios, sugere que o
metabolismo da BH4 esta comprometido, e que potencialmente a administragao
de BH4 poderia ser empregada com um tratamento coadjuvante da doenca.

Esta proposta podera redirecionar e sugerir, apds a confirmagao dos
achados com um numero maior de participantes e replicado por pares, que
medicamentos ja existentes aprovados pela FDA e pela ANVISA possam, no
futuro, ser indicados para novos usos (uso off-label). O dicloridrato de
sapropterina, como exemplo, € um BH4 sintético que tem sido usado em
milhares de pacientes em todo o mundo desde 2007 para tratar fenilcetonuria e
deficiéncias hereditarias de BH4.

Portanto, esta proposta pode resultar, se confirmada por novas
pesquisas no futuro, no uso off-label de um medicamento permeavel a BHE que
nao apresenta toxicidade e demonstrou melhorar a atividade cerebral em
pacientes fenilcetonuricos (CHRIST et al., 2013). Esta perspetiva pode acarretar
novas oportunidades e beneficios, ndo s6 a comunidade académica, mas,
essencialmente, a individuos que sejam afetados por esta devastadora doenca.

O presente estudo destaca também a importancia da diversidade dos
fatores que se mostraram relacionados com a qualidade de vida e funcionalidade
na ELA, e ressalta a importancia da implantacdo de uma equipe multidisciplinar
que deve orientar a gestdo do cuidado destes pacientes como também atentar

para fatores precipitantes de pior progndstico, buscando uma maior sobrevida.
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9 LIMITAGOES

Devido a dificuldades inerentes e comuns a individuos portadores de
ELA, como dificuldade de locomocéao ou restricao ao leito, apesar destes terem
expressado vontade em participar, muitos deles ndo puderam se deslocar até ao
hospital, e por conseguinte, ndo foi possivel obter seus registros. Além disto, foi
possivel realizar entrevistas domiciliares apenas na regido da grande
Florianopolis, n&o abrangendo o restante do estado, devido principalmente a
questdes de logistica durante uma pandemia mundial em curso.

Tendo em vista a peculiaridade da distribuicdo geografica de nossa
cidade em Santa Catarina, os participantes que residiam mais proximos de
Florianopolis tiveram maior representatividade nesta amostra ja que possuiam
menor distancia de deslocamento.

Como o projeto de pesquisa transcorreu durante a pandemia da COVID-
19, trazendo limitagbes fisicas e de circulacdo de pessoas, nao foi possivel
realizar amostras seriadas dos participantes. Desta forma, como perspectiva,
novas pesquisas necessitam ser realizadas para aumentar o numero de
participantes e termos a oportunidade de realizar avaliagdes seriadas nestes
individuos.

Uma outra limitagdo do estudo foi a neopterina nao ter sido analisada em
outros fluidos corporais, como urina e LCR. Estas limitagbes podem servir de
fonte de inspiracéo para futuras pesquisas.

Entendemos que, apesar da limitacdo da pequena amostra avaliada, a
quantificacdo do metabolismo da BH4 em fluidos biolégicos também podera
predizer a progressao da doencga. Caso isso seja demonstrado, este estudo
permitira abrir novos horizontes terapéuticos, visando restabelecer as
concentracdes neurais de BH4 e dessa forma promover maior expectativa e
qualidade de vida.

A quantificacdo destes biomarcadores podera se transformar numa
ferramenta util na pratica clinica para predizer a presenca ou ainda o curso da
doenca.

Outra limitagao deste estudo esta relacionada a mensuracao do IMC dos
participantes, o qual se restringiu exclusivamente ao momento da entrevista.

Dessa forma, nao foi possivel comparar com valores de IMC dos participantes
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quando do inicio dos sintomas. Esta limitagdo pode ter contribuido para a falsa
impressao de nao ter havido perda ponderal neste grupo de individuos.

Da mesma forma, os dados da espirometria e CVF foram a partir de
exames retrospectivos trazidos pelo participante, podendo nio ter sido possivel
fornecer dados de tempo real ao momento da entrevista.

E importante enfatizar que o painel de mutacées genéticas realizado em
nossa pesquisa nao avaliou a presenga da mutagdo no gene C9orf72, um dos
genes mais prevalentes entre pacientes com ELA no pais.

Assim, estudos adicionais sdo necessarios para determinar se essas
observacgbes representam um viés de amostragem ou possam refletir um

fendmeno bioldgico.
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10 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo examinou aspectos socioeconémicos, clinicos, bioquimicos
e genéticos em individuos afetados pela ELA no estado de Santa Catarina. Por
se enquadrar como uma doenga rara, denota-se sua especial relevancia ao
colaborar com a epidemiologia e caracterizagao deste publico, tanto em territorio
estadual quanto nacional.

Estas caracteristicas estdo de acordo com estudos anteriores e ratificam
varias caracteristicas clinicas comuns a individuos portadores de ELA,
assemelhando os achados do nosso estado aos outros estados da federacao e
aos estudados no pais, apesar das diferengas regionais.

Os resultados do trabalho puderam trazer uma nova perspectiva em
relagdo a um potencial biomarcador na ELA.

A identificacdo de valores diminuidos de neopterina no plasma de
participantes portadores de ELA foi possivel por terem sido comparados com
grupo controle rigorosamente selecionado, e ndo baseado em valores histéricos,
como comumente usado na literatura.

Desta maneira, este trabalho abre perspectivas de estudos futuros nesta
area, como estudar o metabolismo de BH4 no sangue, urina, saliva e fezes com
a justificativa de avaliar se a diminuicdo de neopterina plasmatica possa ser
convertida em um biomarcador de alerta sobre a evolugao clinica do paciente
afetado por ELA.

Outra perspectiva futura de trabalho seria a avaliagdo do microbioma nos
portadores de ELA. E sabido que na ELA existe uma alteragdo na composicado
qualitativa e quantitativa dos microrganismos que compdem o microbioma. O que
nao tem sido definido ainda, é se o0 microbioma contribui de forma exdégena para
as concentracdes dos metabdlitos do metabolismo da BH4.

Por fim, a inclusdo do teste genético nos painéis moleculares para a
investigagcao das principais mutagdes génicas deve ser fortemente considerada
para ter a possibilidade de mapear as principais caracteristicas destas mutacoes

em individuos portadores de ELA no estado de Santa Catarina.
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Prezado participante:

Estamos desenvolvendo a pesquisa AVALIACAO CLINICO-EPIDEMIOLOGICA
DE PACIENTES COM ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA ATENDIDOS

EM_UM_HOSPITAL UNIVERSITARIO DE_REFERENCIA ESTADUAL que

permitira a investigacao acerca dos aspectos clinicos, epidemiologicos e

bioquimicos da Esclerose Lateral Amiotrofica em individuos atendidos neste

hospital.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a) desta
pesquisa. Para decidir se vocé quer ou nao fazer parte, vocé deve entender os
propositos deste estudo, os riscos e beneficios potenciais. Estas informacdes
detalhadas sobre este estudo serdo discutidas com vocé. Assim que vocé
compreender o estudo, vocé devera assinar este formulario, se vocé quiser
participar. Sua participacao nao € obrigatéria e, a qualquer momento, vocé
podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa néo trara
nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador, seu acompanhamento

clinico ou com a instituicao.

O objetivo do trabalho é analisar as possiveis interacdes e associagcoes
entre fatores neurolégicos, psicolégicos/neuropsicolégicos, fonoaudiologicos e

pneumologicos de individuos com Esclerose Lateral Amiotrofica.

Os beneficios e vantagens em participar deste estudo seréao que, com os
resultados obtidos nas avaliacdes, os profissionais de saude poderao qualificar

a gravidade da doenca e sua evolucao.

O participante se beneficiara diretamente com o resultado das avaliacdes
que serao realizadas, como avaliacao de peso, altura, indice de massa corporea,
forca muscular de membros superiores, inferiores e da respiragao, prova de
funcdo pulmonar (espirometria), exame de imagem de videofluoroscopia da
degluticao (ato de engolir), raspado bucal e bidpsia de pele (por “punch”). No
exame de videofluoroscopia da degluticao vocé podera sentir desconforto, como
enjoo e/ou nausea, podendo solicitar sua interrupcao a qualquer momento.
Podera apresentar engasgos durante a ingestao de alimento ou liquido. Sempre

que isto ocorrer, serdo verificadas manobras de protecédo das vias aéreas, para
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que tais sinais sejam eliminados. Caso nenhuma das manobras aplicadas seja
considerada efetiva, a avaliacao sera imediatamente interrompida e orientacoes
sobre as consisténcias que deverao, ou nao, serem ingeridas pela boca serao

realizadas, a fim de prevenir aspiracdes e alteracdes pulmonares.

Na bidpsia de pele podem ocorrer dor durante e apos o procedimento,
reacao ao anestésico infiltrado, sangramento, formacao de hematoma,
inflamacao e infeccao da ferida operatoria, ruptura da sutura, cicatrizes atroficas,

hipertroficas, queloideanas, hipocrémicas ou hipercrémicas.

Os materiais coletados (sangue e urina) serao utilizados exclusivamente
para atender aos objetivos desta pesquisa e, caso haja sobra, serao
devidamente eliminados ao final do estudo. Sera necessaria uma coleta simples
de sangue venoso, em torno de 8 ml, e uma de urina, de 5 ml, como realizada
para qualquer outro exame convencional ja realizado anteriormente. O risco
associado a este tipo de coleta € o de poder haver um pegueno derrame local
(hematoma), que habitualmente ndo tem consequéncia além de um pequeno
desconforto local.

A coleta via raspado bucal é simples e nao apresenta nenhum risco. O

teste é realizado de forma simples, indolor e rapida.

Também respondera a questionarios, onde vocé lera e respondera
perguntas onde tera que assinalar uma resposta sobre sono, inteligéncia,

depressao/ansiedade, memoria, qualidade de vida, estado de saude e funcional.

Caso vocé apresente algum problema em seus exames clinicos, sera
acompanhado (a) e encaminhado (a) quando necessario para tratamento
adequado para sua doenca. Todos os procedimentos serdo realizados nas
dependéncias do Hospital Universitario, que apresenta todo o suporte de

emergéncia para lhe atender se necessario.

Além disso, vocé esta isento de qualquer despesa tida pelos
pesquisadores do presente estudo e dele decorrentes, e garante-se indenizagao
decorrente de eventuais danos gerados pela pesquisa. Esta pesquisa esta
submetida a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, e suas

complementares, e 0s pesquisadores responsaveis declaram o cumprimento das
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exigéncias contidas na mesma. Caso haja algum motivo relacionado ao projeto

que possa implicar em 6nus a vocé, esse sera arcada pelos pesquisadores.

As avaliacdes serao realizadas no periodo de dois anos, sendo realizadas
semestralmente, nas dependéncias do Hospital Universitario da Universidade

Federal de Santa Catarina.

Sera mantida a garantia de sigilo que assegure a sua privacidade, quanto
aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa, informando que somente serdo
divulgados dados diretamente relacionados aos objetivos da pesquisa. Os
resultados obtidos nesse estudo serdo utilizados para pesquisa, podendo ser
apresentados em reunides ou publicacoes cientificas, no entanto, vocé nao sera

identificado, preservando-se assim sua privacidade.

Vocé recebera uma copia deste termo onde constam o telefone e
endereco dos pesquisadores principais, podendo tirar duvidas sobre o projeto e
sua participacdo. Vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC pelo telefone (48) 3721-6094, e-
mail cep.propesq@contato.ufsc.br ou pessoalmente no seguinte endereco: rua
Desembargador Vitor Lima, n. 222, 4°andar, sala 401. Trindade, CEP 88040-
400- Floriandpolis - SC.

Agradecemos a sua participacao e colaboragao.
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Consentimento em participar

Eu, fui
esclarecido (a) sobre a pesquisa AVALIACAQ CLINICO-EPIDEMIOLOGICA DE
PACIENTES COM ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA ATENDIDOS EM
UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DE REFERENCIA ESTADUAL e concordo
que meus dados sejam utilizados na realizagao da mesma. Estou ciente de que
os dados poderao vir a ser usadas para fins cientificos, aqui incluidas
publicacdes e participagdes em congressos, nos limites da ética e do proceder
cientifico e idéneo. Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da
pesquisa e, que recebi de forma clara e objetiva todas as explicagdes pertinentes
ao trabalho e, que todos os dados a meu respeito serao sigilosos. Eu
compreendo que neste estudo, as medicdes dos experimentos/procedimentos
de tratamento serao feitas em mim. Tive tempo para tomar a decisao, bem como
chance de fazer questionamentos sobre o estudo. Minhas duvidas foram
esclarecidas.

Estou ciente de que posso interromper a participacdao no estudo a qualquer
momento.
Nome do (a) paciente por extenso:

Assinatura do (a) participante:

Data: / /
Assinatura do Pesquisador:
Data: / /

HOSPITAL UNIVERSITARIO/UFSC
Campus Universitario - Trindade-Florianépolis - Santa Catarina — Brasil.
Pesquisadores Responsaveis:
Gisele Espindola,

Rachel Schlindwein-Zanini,

Karen Fontes Luchesi,

Rosemeri Maurici da Silva,

Katia Lin

Alexandra Latini

Guilherme de Toledo e Silva

F. (48) 3721 6116, 3721 9134
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO CLiNICO-EPIDEMIOLOGICA DE PACIENTES COM ESCLEROSE
LATERAL AMIOTROFICA ATENDIDOS EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
REFERENCIA ESTADUAL

Pesquisador: GISELE ESPINDOLA

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 74845217.6.0000.0121

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.908.752

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de emenda como seguinte teor “Como mencionado no projeto de pesquisa principal com seres
humanos intitulado AVALIACAO CLINICOEPIDEMIOLOGICA DE PACIENTES COM ESCLEROSE
LATERAL AMIOTROFICA ATENDIDOS EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DE REFERENCIA
ESTADUAL, por mim coordenado, tendo como um dos objetivos principais o estudo longitudinal de aspectos
clinicos, gerais e especificos, da ELA, venho solicitar uma emenda a este projeto, com a adigdo de um
objetivo especifico ao projeto original, que consistira em realizar a quantificagao das concentragdes de
intermediarios metabolicos da via da tetraidrobiopterina (BH4), neopterina e sepiapterina, em amostras de
plasma e urina, com o intuito de encontrar um biomarcador soluvel que prognostique a progressdo da
doenca. Levando em consideragao o aumento na incidéncia de diagnosticos de individuos acometidos por
doencas neurodegenerativas, em particular a ELA,

a necessidade de encontrar alternativas terapéuticas mais efetivas para as mesmas, e a necessidade de
contar com biomarcadores quantitativos que permitam prognosticar o curso da doencga, justifica-se a
emenda deste trabalho no intuito de entender o papel do metabolismo da BH4 no processo
neurodegenerativo da ELA. Se hipotetiza que baixas concentragdes de BH4 possam ser identificadas
precocemente em pacientes acometidos por ELA, antes dos sintomas classicos serem instalados. A
quantificagdo de BH4 em fluidos biologicos também podera predizer a progressao da doenga. Caso isso
seja demonstrado, este estudo permitira abrir

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitonia I, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesg@contato.ufsc.br
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novos horizontes terapéuticos, promovendo maior expectativa e qualidade de vida. Certa de sua atencéo,
Agradeco desde ja, Atenciosamente, Gisele Espindola.

Portanto nesta emenda se avalia a insercdo do objetivo especifico: “realizar a quantificacdo das
concentragdes de intermediarios metabolicos da via da tetraidrobiopterina (BH4), neopterina e sepiapterina,
em amostras de plasma e urina, com o intuito de encontrar um biomarcador soluvel que prognostique a
progressao da doenga.”

Nao houve solicitacao de alteragdo do prazo de realizag&o do projeto.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Ja avaliado.

Objetivo Secundario: além dos ja avaliados neste emenda solicita-se incluir: realizar a quantificagao das
concentragdes de intermediarios metabolicos da via da tetraidrobiopterina (BH4), neopterina e sepiapterina,
em amostras de plasma e urina, com o intuito de encontrar um biomarcador soluvel que prognostique a
progressao da doenga.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Ja avaliados.

Comentéarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Nao se aplica.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:
Novo TCLE incluido contempla as exigéncias da resolucéo 466/12.
Foi introduzida nova autorizagao institucional do HU/UFSC/EBSERH.

Recomendacodes:
Nao ha.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Arpovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria 1, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_103228( 08/02/2020 Aceito
do Projeto 2 _E1.pdf 22:28:17
Declaracéo de Declaracao_de_Ciencia_da_Instituicao_| 08/02/2020 |GISELE ESPINDOLA| Aceito
Instituicéo e ELA.pdf 22:26:47
Infraestrutura
QOutros resposta_ao_parecer_consubstanciado_| 08/02/2020 |GISELE ESPINDOLA| Aceito

CEP_ELA_2020.docx 22:20:37
TCLE / Termos de | TCLE_ELA_modificado_2019.docx 19/01/2020 |GISELE ESPINDOLA| Aceito
Assentimento / 16:43:38
Justificativa de
Auséncia
Qutros respostapedenciasCEPescaneadoELA.p| 19/10/2017 |Karen Fontes Aceito
df 17:11:13 | Luchesi
Declaragéo de declaracao_HU_ELA.pdf 16/10/2017 |GISELE ESPINDOLA| Aceito
Instituicéo e 21:52:21
Infraestrutura
Folha de Rosto folha_de_rosto_ELA.pdf 16/10/2017 |GISELE ESPINDOLA| Aceito
21:48:06
TCLE / Termos de |TCLE_06102017.docx 06/10/2017 |Karen Fontes Aceito
Assentimento / 12:59:35 | Luchesi
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_ELA_multiprofissional_0610201 | 06/10/2017 |Karen Fontes Aceito
Brochura 7.doc 12:58:44 | Luchesi
Investigador
Declaragao de decl_Ebserh_ELA.pdf 24/08/2017 |Karen Fontes Aceito
Instituicao e 15:17:59 | Luchesi
Infraestrutura

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
FLORIANOPOLIS, 10 de Margo de 2020
Assinado por:
Nelson Canzian da Silva
(Coordenador(a))

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401
Bairro: Trnindade CEP: 88.040-400

UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS

Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br

Pagin:

a 03 de 03
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APENDICE C - Questionario sobre o perfil clinico-epidemiolégico dos

pacientes do ambulatério de doengas neuromusculares
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QUESTIONARIO SOBRE O PERFIL CLiNICO-EPIDEMIOLOGICO DOS PACIENTES DO
AMBULATORIO DE DOENGAS NEUROMUSCULARES

Data: 1 Numero do prontuario:

Dados registrados por:
Nome completo:

Telefone: (__ __) ' )
Idade: anos Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino
Peso: Altura: IMC:

Estado Civil: ( )Casado (a) ( )Solteiro (a) ( )Viavo (a) ( )Divorciado (a) ( )Relagdo Estavel
Outro:

Cor referida do paciente: ( ) Branco ( ) Pardo ( ) Negro ( ) Amarelo ( ) Indigena

Escolaridade: anos (Preencher até que série o paciente foi, em anos; por exemplo, se ele
estudou até a 4@ série, mas repetiu a 4® série 5 vezes, deve-se preencher _4 )

Profissdo:

(Se aposentado, desempregado ou diversas profissdes, preencher com profissdo predominante
durante a vida e especificar a quanto tempo esta aposentado e o motivo: invalidez, tempo de servigo,
etc.)

Posse de itens

Quantidade de itens of1]2]3[40u+

Banheiro

Empregados Domésticos™®

Automodveis

Microcomputador (PC, notebook, netbook ou laptop. Ndo considerar
tablets)

Lava-louca

Geladeira

Freezer (aparelho independente ou parte de geladeira duplex)

Lava-roupas

DVD

Micro-ondas

Motocicleta

Secadora de roupas (aparelho independente ou parte de maquina “lava e
seca’)

*considerar os empregados que trabalharem ao menos 5x/semana na casa: babas, faxineiras,
motoristas, etc.

Grau de escolaridade do chefe de familia:
Analfabeto / Fundamental 1 incompleto (12 — 42 série)
Fundamental 1 completo (1% — 42 série) / Fundamental 2 incompleto (5% — 82 série)
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Fundamental 2 completo (5% — 82 série) / Ensino Médio incompleto
Ensino Médio completo / Ensino Superior incompleto
Ensino Superior completo

| Agua do domicilio proveniente de (marcar “X” na resposta)
Rede de distribuicdo (CASAN, por exemplo)
Poco, nascente ou outro

Trecho da rua do domicilio (marcar “X" na resposta)
Asfaltada ou pavimentada
Terra, cascalho ou outro (sem pavimento ou asfalto)

Comorbidades (descrever):

Uso de drogas (qual?):

MEDICACOES E DOSAGENS SEGUNDO O PACIENTE/PRONTUARIO (Nome genérico, posologi
diaria em mg por dose, frequéncia de uso — ex.: 2x/dia, 3x/dia, efc.)

Tabagista: (anos-mago)

Etilista: (definido como consumir uma bebida alcodlica mais de duas vezes por semana por mais d
1ano) ( )Nao ()Sim - quantidade: Anos Parou ha:

Dados clinicos:

Data e Idade de inicio dos primeiros sintomas:  --/---/-----, anos
Data do diagnéstico clinico (dd/mm/aaaa):
Atraso diagnéstico (definido como o tempo desde o inicio dos sintomas até o diagnéstico confirmad
de ELA feito por um neurologista): meses anos

Classificagao — local da apresentagao inicial dos sintomas:

ELA de inicio bulbar ( ) ELAde inicio espinhal ( )
O primeiro sintoma iniciou-se no:
e Membro superior proximal (elevacao do brago): ( ) direito ( ) esquerdo
Membro superior distal (fraqueza mao): ( ) direito ( ) esquerdo
Membro inferior: () direito  ( ) esquerdo
Faltadear( )
Dificuldades para engolir e engasgos ( )
Dificuldade para articular palavras e fonagdo ( )
Nao possivel determinar ( )

Categoria — caracteristicas clinicas:

( ) ELA de inicio bulbar { ) ELA de inicio espinhal cervical ( ) ELA de inicio espinhal lombar
( )AMP (Atrofia muscular Progressiva) ( ) ELP (Esclerose lateral primaria)
( ) Sindrome de Flail Leg ( ) Sindrome de Flail Arm ( ) ELA/DFT ( ) ELA extramidal-cerebelar

Historia familiar de ELA:

() Sim ( )Nao

Conceito de ELA familiar (parentes até segundo grau):

- Se sim, quem? ( ) M&e ( )Pai ( )Irmdos ( )Outros ----------
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Pais consanguineos: ( ) Sim ( ) Nao

Uso de riluzol (definida como tratamento duas vezes por dia durante mais de 2 semanas):
( )sim ( )ndo. Se sim, quando (data):

Tratamento com edaravone: ( ) Sim () N&o. Se sim, quando (data):
Gastrostomia: ( ) Sim ( ) Néo

Se sim - data do procedimento: __/ /  datadarecusa: _/ [/
Ventilagdo nao invasiva (BIPAP fornecido, testado ou recusado): ( ) Sim ( ) Nao
Se sim-datadoiniciodouso _/ [
Se sim — tempo de uso noturna: ( ) <dh pordia ( )8-20h ( )>de 20h
Traqueostomia: ( ) Sim ( ) Nao

Se Sim, data do procedimento: __/ / __ Foirealizada: ( ) de urgéncia ( ) Eletiva/programada

Exames complementares:

RM CRANIO (DATA: ___/___/ )
( ) Naotem

RM COLUNA CERVICAL (DATA: ___ [/ )
( ) Naotem

ENMG (DATA: __ /| )
( ) Naotem

ENMG (DATA: ___ [/ )
( ) Naotem

ESPIROMETRIA (DATA: ___ /| )
( ) Naotem

POLISSONOGRAFIA (DATA: [/ )
( ) Naotem

ESCALAS em anexo:



134

Tabela 1 - Recomendacoes do consenso de Awaji-shima para a aplicacao de
testes eletrofisiologicos.’
1 - Principios (dos critérios de Airlie House) que o diagnostico de esclerose lateral
amiotréfica (ELA) requer:

(A) Presenca de:

a) Evidéncia de degeneragdo do neurdnio motor inferior (NMI) por exame clinico,
eletrofisiologico ou neuropatolégico:

b) Evidéncia de degeneracdo do neurénio motor superior (NMS) por exame clinico,
eletrofisiolégico ou neuropatolégico;

¢) Progressdo dos sinais ou sintomas motores numa determinada regido ou para
outras, determinado pela histéria clinica, exame objetivo ou exames eletrofisiologicos.

(B) Auséncia de:
a) Evidéncia eletrofisiologica ou patologica de outros processos patologicos que

possam explicar os sinais de degeneragao do NMI e/ou NMS; e
b) Evidéncia de neuroimagem de outros processos patologicos que possam explicar os
sinais clinicos e eletrofisiologicos observados.

2. Categorias diagnosticas

ELA clinicamente definitiva

Evidéncia clinica ou eletrofisiolégica de atingimento do NMS e NMI na regido bulbar e
em pelo menos duas regides medulares; ou a presenc¢a de sinais de atingimento do
NMS e do NMI em trés regides medulares.

ELA clinicamente provavel

Evidéncia clinica ou eletrofisiolégica de atingimento do NMS e NMI em pelo menos
duas regides com alguns sinais de atingimento do NMS necessariamente mais
superiores aos do NMI.

ELA clinicamente possivel

Evidéncia clinica ou eletrofisiolégica de atingimento do NMS e NMI em apenas uma

regiao; ou sinais de atingimento do NMS isolado em duas ou mais regides; ou sinais de

Escala de Estado de Satide da ELA (ALSHSS)

( ) Estado [ (leve): déficit & visto em apenas uma das trés regides (ou seja, fala, braco e perna) e o
paciente & funcionalmente independente na fala, atividades de extremidade superior da vida diaria e
deambulagéo ;

( ) Estado Il (moderado): o déficit & visto em todas as trés regides ou déficit moderado a severo em
uma regido enquanto as outras duas regides sdo normais ou ligeiramente afetadas;

() Estado Ill (grave): o paciente necessita de assisténcia em duas ou trés regides: a fala é disartrica
e / ou o paciente necessita de assisténcia para caminhar e / ou com atividades de extremidade
superior da vida diaria;

( ) Estado IV (terminal): uso n&o-funcional de pelo menos duas regides e uso moderado ou ndo
funcional da terceira regido.
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APENDICE D - Preparagio, coleta e armazenamento das amostras de

sangue

POP COLETA de MATERIAL PROJETO ELA 2021

Projeto de pesquisa GEP 104/2017

Sujeitos:
Participantes com Esclerose Lateral Amiotréfica avaliados pela médica Gisele
Espindola no HUPEST/UFSC

Local:
Laboratério de analises clinicas — HU/UFSC e LABOX (www.laboxufsc.com)

Amostras: urina

Demografia e clinica: Coleta de todos os dados disponiveis de cada um dos
participantes.
Coleta das amostras pela equipe de triagem do laboratério de analises clinicas

Tipo de material biolégico e numero de tubos e aliquotas
Checklist geral

1- Micropipeta automatica com capacidade para pipetar 200 uL / 500 uL e/ou
1000 uL

2- Isopor com gelo triturado, ou bloquinho de blue ice

3- Centrifuga de tubo de coleta de sangue sem necessidade de ser refrigerada
(500 x g)

4- Centrifuga refrigerada para tubo eppendorf (1,5 a 2 mL).

Temperatura ideal: 4 °C; Capacidade da centrifuga: 10.000 x g (ideal)

5- Rack para manter os tubos erguidos para o processamento das amostras.
6- Gelo seco ou nitrogénio liquido para congelamento imediato das amostras
(Ideal)

7- Freezer -70°C, -80°C ou -86°C

8- Tubos contendo EDTA (vacutainer tampa roxa) para a coleta de sangue.
9- Tubos contendo Citrato (vacutainer tampa azul-celeste) para a coleta de
sangue.

10- Shaker para homogeneizacao de tubos contendo sangue.


http://www.laboxufsc.com/
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Processamento do sangue

Tipo de material biolégico: SANGUE ANTICOAGULADO COM EDTA
Detalhe: 1 tubo tampa roxa contendo EDTA

TOTAL tubos apds processamento por cada participante: 1 tubo de coleta de
sangue tampa roxa

Homogeneizar gentimente por inverséo
manual ou com shaker para evitar a
hamélise e a formagio de codgulos

- NER

1 Tubo tampa roxa
Anticoagulante EDTA
4 mL sangue

Observacdes: A coleta nao requer jejum

Mensuracdes: Epigenética, biopsia liquida para transcriptdmica

Infraestrutura necessaria:

1) Tubos coleta de sangue de 4 mL contendo EDTA (tampa roxa) e de
tampa azul contendo citrato

2) Shaker para tubos de sangue (caso néo tenha disponibilidade realizar
inversédo manual)

3) Rack para manter os tubos organizados

4) Rétulos para identificagao dos tubos

5) Caixas de armazenamento a - 70 °C (- 80 ou - 86 °C)

Processamento do plasma sem tratamento adicional

Tipo de material biolégico: PLASMA

O plasma separado sera aliquotado como segue:

a) 6 aliquotas de 200 uL em eppendorfs sem nenhum processamento
b) 2 aliquotas de 500 uL sem nenhum processamento

TOTAL de tubos apdés processamento: 8 tubos eppendorf
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Observacdes: A coleta ndo requer jejum
Mensuracdes: Perfil de pterinas e quinureninas, mediadores inflamatorios,
lipidémica.
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Infraestrutura necessaria:

1) Tubos coleta de sangue de 4 mL contendo EDTA (tampa roxa)

2) Shaker para tubos de sangue (caso nao ter disponibilidade realizar
inversao manual)

3) Centrifuga de tubos de sangue (ndo precisa ser refrigerada)

4) Rack para manter os tubos organizados

5) Rétulos para identificagdo dos tubos

6) Pipeta automatica e ponteiras para 200 uL

7) Caixas de armazenamento a - 70 °C (- 80 ou - 86 °C)

8) Caixa de isopor contendo gelo ou bloquinhos de blue ice para manter as
amostras refrigeradas durante o processamento

9) Gelo seco ou nitrogénio liquido

Processamento do plasma com tratamento com acido (acido
tricloroacético; TCA)

Tipo de material biolégico: PLASMA

Detalhes: 1 aliquota de 200 uL adicionada num tubo contendo acido
tricloroacético (TCA) 5 %. Homogeneizar vigorosamente, mas com cuidado
para o tubo nao abrir. Pode ser empregado vortex para realizar esta
homogeneizagao. Centrifugar a 10.000 x g (se possivel) a 4 °C e a seguir
separar o sobrenadante e congelar.

TOTAL tubos apés processamento: 1 tubo

Mensuracdes: Perfil de pterinas
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ALIQUOTAS DE PLASMA

c) 1 aliquota de 200 uL + TCA (200 uL)

ADICIONAR
200 uL plasma
5y 200 uL plasma
= 200 Ul - HlY —) = 200 uL (TCA)
\ f—di N |
v [ v
Tubo eppendorf contendo W:
200 uL de solugio 7 ' A
TCA 5% + DTE 6.5 mM M ﬂ
M

Fechar o tubo, vortexar ou colocar o
dedo na tampa para evitar que abra,
e agitar por alguns segundos (10
segundos) vigorosamente

/ Centrifugar
/ . a10.000x g
Transferir o por 10 min a 4 °C

sobrenadante para
CONGELAR um novo tubo

Infraestrutura necessaria:
1) Vortex para homogeneizar os tubos eppendorf (caso nao ter

disponibilidade homogeneizar vigorosamente)

) Rack para manter os tubos organizados

) Rétulos para identificacdo dos tubos

) Pipeta automatica e ponteiras para 200 uL

) Caixas de armazenamento a - 70 °C (- 80 ou - 86 °C)

) Caixa de isopor contendo gelo ou bloquinhos de blue ice para manter as
amostras refrigeradas durante o processamento

7) Gelo seco ou nitrogénio liquido

OO WN

Processamento do plasma com tratamento com acido (acido
tricloroacético; TCA + ditioeritritol; DTE)

Tipo de material biolégico: PLASMA

Detalhes: 1 aliquota de 200 uL adicionada num tubo contendo acido
tricloroacético (TCA) 5% e contendo ditioeritritol (DTE) 6,5 mM. Homogeneizar
vigorosamente, mas com cuidado para o tubo nao abrir. Pode ser empregado
vortex para realizar esta homigeneizagao. Centrifugar a 10.000 x g (se
possivel) a 4 °C e a seguir separar o sobrenadante e congelar.
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TOTAL tubos apds processamento: 1 tubo

ALIQUOTAS DE PLASMA

c) 1 aliquota de 200 uL + TCA contendo DTE (200 uL)

ADICIONAR

200 uL plasma
200 uL plasma

= 200U —p —) 200 uL (TCA + DTE)
e I F v

Tubo eppendorf contendo v f;/ 7
|

200 uL de solugdo 7 T
TCA 5% + DTE 6.5 mM y jﬁ"

Fechar o tubo, vortexar ou colocar o
dedo na tampa para evitar que abra,
e agitar por alguns segundos (10
segundos) vigorosamente

- @

——a?
|

/ L 4 % Centrifugar
/ ~_ a10.000x g
Transferir o por 10 min a 4 °C

sobrenadante para
CO N G E I—AR um novo tubo

Infraestrutura necessaria:
1) Vortex para homogeneizar os tubos eppendorf (caso néao ter
disponibilidade homogeneizar vigorosamente)
Rack para mater os tubos organizados
Roétulos para identificacdo dos tubos
Pipeta automatica e ponteiras para 200 uL
Caixas de armazenamento a - 70 °C (- 80 ou - 86 °C)
Caixa de isopor contendo gelo ou bloquinhos de blue ice para manter as
amostras refrigeradas durante o processamento
Gelo seco ou nitrogénio liquido

LgLer

N
~—
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ANEXO A - Recomendagoes do consenso de Awaji-Shima para a

aplicacao de testes eletrofisiologicos

1 - Pnncipios (dos cnténos de Airlie House) que o diagnostico de esclerose lateral
amiotrofica (ELA) requer:
(A) Presenca de:
a) Evidéncia de degeneracdo do neurdnio motor infenor (NMI) por exame clinico,
eletrofisiolégico ou neuropatologico;
b) Evidéncia de degeneracdo do neurdnic motor supenor (NMS) por exame clinico,
eletrofisiolégico ou neuropatolégico;
c) Progressdo dos sinais ou sintomas motores numa determinada regido ou para
outras, determinado pela histona clinica, exame objetivo ou exames eletrofisiologicos.
(B) Auséncia de:
a) Ewvidéncia eletrofisiologica ou patologica de outros processos patologicos que
possam explicar os sinais de degeneracdo do NMI efou NMS; e
b) Evidéncia de neurcimagem de outros processos patologicos que possam explicar os
sinais clinicos e eletrofisiologicos observados.
2. Categonas diagnosticas
ELA clinicamente definitiva
[Evidéncia clinica ou eletrofisiologica de atingimento do NMS e NMI na regiao bulbar e
em pelo menos duas regides medulares; ou a presenca de sinais de atingimento do
NMS e do NMI em trés regides medulares.
ELA clinicamente provavel
Evidéncia clinica ou elefrofisiologica de atingimento do NMS e NMI em pelo menos
duas regides com alguns sinais de atingimento do NMS necessanamente mais

superiores aos do NMI.

ELA clinicamente possivel
Evidéncia clinica ou eletrofisiclogica de atingimento do NMS e NMI em apenas uma
regido; ou sinais de atingimento do NMS isolado em duas ou mais regides; ou sinais de

atingimento do NMI mais supenores aos do NMS
Legenda: Estudos clinicos laboratonars e de neuroimagwlogia, devem ter sido

realizados e outras patologias excluidas.
Fonte: CARVALHO, 2008.
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ANEXO B - Escala de Estado de Saude da ELA (ALSHSS)

( ) Estado I (leve): déficit € visto em apenas uma das trés regioes (ou seja, fala, brago e
perna) e o paciente ¢ funcionalmente independente na fala, atividades de extremidade
superior da vida didria e deambulagao ;

( ) Estado II (moderado): o déficit € visto em todas as trés regides ou déficit moderado a
severo em uma regiao enquanto as outras duas regides sao normais ou ligeiramente
afetadas;

( ) Estado III (grave): o paciente necessita de assisténcia em duas ou trés regioes: a fala ¢
disartrica e / ou o paciente necessita de assisténcia para caminhar e / ou com atividades de
extremidade superior da vida diéria;

( ) Estado IV (terminal): uso ndo-funcional de pelo menos duas regides e uso moderado
ou ndo funcional da terceira regido.

Fonte: RIVIERE et al., 1998.




ANEXO C - Escala de avaliagao funcional da ELA (ALSFRS-R)

The ALS Functonal Rating Seale - Revised (ALSFRS-R/BR)

Fala

Processo da fala normal

Distarbio da fala detectavel

Compreensivel com repeticdo

Fala combinada com comunicagio nio-vocal
Perda da utilidade da fala

Salivacao
Normal

Insignificante, mas notivel o excesso de saliva ma boca podendo ter babas

noturmas

Excesso de saliva moderada, podendo ter minimas babas

Excesso acentuado de saliva com alguma baba

Baba acentuada exigindo constante uso de babador ou lengo para boca

Degluticio

Normal

Problemas precoces para comer, engasgos oCasionais
Alteragfo na consisténcia da dieta

Necessidade de suplemento alimentar pastoso

Nada pela boca, exclusivamente parenteral ou enteral

Escrita

Normal

Lentificada ou descuidada, todas as palavras sio legiveis
Nem todas as palavras sdo legiveis

Capaz de segurar a caneta, mas incapaz de escrever

Nio € capaz de segurar a caneta

Manipulagio de alimentos e utensilios

(Individuos sem gastrostomia)

Normal

Um pouco lenio e desajeitado, mas nio necessita de ajuda

Pode cortar o alimento embora lento e desajeitado; necessita de alguma ajuda
Alimentos cortados por outra pessoa, mas alimenta-se sozinho lentamente
Precisa ser alimentado

(Individuos com gastrostomia)

Normal

Desajeitado, mas capaz de desempenhar todas as manipulagdes
Alguma ajuda necessana com tampas e fechos

Oferece assisténcia minima ao cuidador

Incapaz de executar qualquer aspecto da tarefa

Vestuirio e Higiene
Normal
Independente de auto-cuidado com dinvouicio do rendimento do esforco
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Assisténeia intermitente ou substiicio dos métodos
Mecessita do ciudador para auto-cuidado
Dependéncia total

Virar na cama ¢ ajustar a roupa de cama

MNormal

Um pouco lento ou desajeitade. nfo necessita de ajuda

Pode virar sozinho ou ajustar o lengol com grande dificuldade

Tem iniciativa, nfic consegue virar ou ajustar o lengel sozinho
Incapaz

Andar

Normal

Deambulaciio precece dificultada

Passeios com assisténeia

Movimento funcional nio-deambulatornio somente
Nio apresenta movimentagio voluntiria das pernas

Subir escadas

MNormal

Lentidao

Ligeiro desequilibric ou fadiga
Necessita de assisténcia

Niéo realiza

Dispnéia

Nenhuma

Ocorre quando caminha

Ocorre quando come, toma banho e s& veste

Ocotre no repouso, on sentado on deitado

Dificuldade significante, considerando suporte mecinico

Ortopneia
Menhuma

Algnma dificuldade de dormur, falta de ar, ndo se vtilirza rotineramente mais que 2

travesseiros

MNecessiia de travesseiros extras para dormir [mais que 2)
Pode dormir somente sentado

Nio consegpe dorour

Insuficiéncia respiratdria

MNenhuma

Uso mternutente do BIFAP

Uso continue do BIPAF a noite

Uso continuo do BIPAP durante o dia e a noite
Ventilagio mecimica invasiva por intubagio

Fonte: GUEDES et al., 2010.

LT R T T N S = b b ek e = I T R FU = = b

=T R ] = b bt ek ds

faa da

=2l

143



ANEXO D - Questionario de avaliagao de qualidade de vida da ELA
(ALSAQ-40/BR)

OTESTIONARIG DE AVALT4C40 DE ET 4
- Completar este questionsrio sssim que possvel e vocs nio tem nenbmms dificnldade am preencher o questionario
por si 50, pega 3 alpuem pars sjuds-lo. De quslguer forms estmos nteressados em 085 respostas.
- (¥ questionario consiste de wn mimero de relsios sobre dificuldsdes que voce pode ter senfido duranie as 2 ultimas
semanas. Mao ha respostss certss ou emadss, sus primeis respost: & provavelments 3 mais precisa para vocE
Sinalize o quadro que melhor descreve U= Propria eTpenancia oU Senmmentos.
- Tentar responder as guestdes mesmo que alzums: paregam sy partoularmente semelbantes a ouas, ou podem ndo
parecar relevante a VoCe.
- Todas 25 informagdes que voce dar serdo watadss com sigilo ol e & completamente snonima. Mio ha caminho de
identifica-lo atraves do guestionario.
Os seguintes emanciados referem 3 dificuldades que vocd pode ter tdo duramte 25 1 ultimas semanas. Indicar,
assinalando o quadro spropriado. com gue freqiéncia os seuEnes emmcisdos tem sido verdadeiros 3 voce

Com que freqiiéncia o sezuinte: enunciade: N|R|A|F |5
tem side verdadeire: 3 voce™

1. Tenho encontrado dificuldsde para capunhar curtss distancias. isio . em volta da casa. 0 (1
1. Tenho caido engquante ando.

3. Tenho tropecado enguanto caminho
4, Tenho ido meu o caminho
5. Tenho tido tar camunho.
6. Caminhar tem me fadigado coupletamente
| 7. Teuho tido dores em munhat pernas enguanto cazunbo
&. Tenho encontrade dificuldade em subir e descer degraus
9. Tenhs sncontrads dificuldade para Scas am pe

10. Tenho encontrado dificuldade para levantar-me de cadeiras
11. Tenlo encontrade dificuldade em wilissr me bEaged

12. Tenhe sncoumads dificuldade sm Vioar & DOVIDSDIT -me 53 cama
13, Tenlio encotmads dificuldade &5 pegas paguencd objetol

14. Tenho enconmado dificuldade em manter [vios ou jomads. o0 Virar paginas
15. Tenho enconmado dificuldade em escrever claramente
16. Tenho enconmads dificuldade em Surer wabalbos de casa
17. Tenho enconmado dificuldade para alimentar-me somnbo
18. Tenho enconmado dificuldade em escovar meus cabelos ou escovar o dentes
19, Tenho encontado dificuldade em vestir-me

20, Tenho enconmado dificuldade em lavar » mio na paa

21, Tenho enconmado dificuldade em ensobr.
21, Tenho tido dificaldade em mastizar comidas solidas

"'!- Tenho enconmado dificuldsde em beber iguidos.

2 .Tmhqmwmtmunhmmwd-mmpmmﬂm
25, Tmhnmndnquupﬁmun‘ucmnhnnqumﬁh

6. Tenho ndo dificaldade em falar alrums: palsvrss on lemss.

27. Tenho tido que falar pmito devagar.

28, Tenho falado menos que de cosmme pels dificnldsde ns fals

20, Tenho estado incompdado com minhs fals

30. Tenho consciencia sobre 35 dificuldsdes da mumbs fals

31. Tenho seanido solitinio.

32, Tenho estado sbomecdo.

33. Tenho seatido enversonhsdo em simsgoes SOCiss.

34. Tenho estado sem ecperancs: em relacsos a0 fumrs.

35. Tenho seando preocupado em depender dos omiros.

36. Tenho refletido porgue contmo ntsnds.

37. Tenho dificuldades em aceitsr 8 doengs

38. Tenho estado deprimndo.

39. Tenho precoapacies com o Sammo.
40. En tenho sentido dependents nss AVDs.

Npumnca Eraramente As vezre: F Frequentemente S Sempre

Fonte: Pavan et al., 2007.
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ANEXO E - Escala de Sonoléncia de Epworth

MNome:
Data: Idade [ames):

Sexo:

Qual a probabilidade de voct cochilar ou dormir. ¢ nio apenas e sentir cansade, nas seguintes situagoes?
Considere o modo de vida gue voce term levado recentermente. Mesmo gue voce nio tenha feito algumas destas
coizas recentemente, tente imagmar como clas o afctanam. Escolba o numero mans apropnado para responder
cada questao:

0 = nunca cochilara

| = pequena probabilidade de cochilar

1 = media probabilidade de cochilar

1 = grande probabilidade de cochilar

Sitwagio Probabilidade de cochilar

Sentado e lendo 0 1 1 ]
Assistinda TV 0 1 1 ]
Sentado, guiete, em am lugar publice ] 1 2 1
[por exempla, em um teatre, reunido ou palesira)

Andando de carro por wma hora sem parar, come paszagems /] 1 2 ]
Ao deitar-se & tarde para descanzar, guando possreel /] 1 2 ]
Sentado comversande com alguem /] 1 2 1
Sentado guicto apos o almogo sem bebida de alcool /] 1 2 1
Em um camro parade no trimsite por algum: minuto: ] 1 2 1

Obrigade por :ma cooperagie

Fonte: Bertolazi et al., 2009;
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ANEXO F — Mechanized food-frequency questionnaire (MFFQ)

Mechanized food-frequency questionnaire (MFFGQ)
{p=squiza de dista recents & da longo prazo)
Notas:
+  LUse todas a5 quabm Demunias apenas uma vez, durante a primeira enfrevisia
»  LUise 35 pargunias 2 @ 4 para alualizagles semanas ou mensais para estudos longiudineis

1.Voc# sequiu Aguma dessas distas (maue 10das 35 que 5& aplcam)?

Diata Uitimo mée  itimcs 5 anos
a  Onhioro
b M [nada o anl
C. riano laticindos]

o Pescatarlanc [vagstarianc + frutos mar)

8. (CPO-Yepana
1. Paled (cams, fubos & samentes)

g Paleo sutodmung (AP} [restrigdo de 0wos, nozes,
samaentss & nightshades (lomate, batata, pimentties. aic))

h. Dista dos 30 dias frestritivaipaleo)

L. Cal lca (aita

Caf dca (alfo teor de

Kk Meditarineo
. Dista MIND ilntm.'ml;éu Medlitsmanea-Diash para atraso
Heurcdaganaradvo

m. Bakon teor de carboldrabos [low carb)
n FODMAP bakeo [carboddraics altaments fermentathos)

0. _Dista de sliminagio

p.  Wenhuwms das acima

g. Campo de texto ivis
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2L ishe 05 almenics que voos evtiou:

2.Com gue frequencia vood Come esses Hpos e almenios:

Allmsmbs Frequéncia

Hunca 1-3 xisemana @ Mals de 3 x'ssmana

A, Came wermelha (Inclul cams de porco)

b. Aves

L. Pelxg

i Ladcinlos

8. Pelo menos uma porcio da vepetals

4.Com que frequancla voos ConsumiL;

Albmento Freguéncla

Mumca | 1a 3 <eemana | Mals de 3 dsamana

4. Fruias

b. Fast food

C. SoDremasd ol lanches docas

1. BeblEss docas (refrigerants, suco)

a.Allmantos Tritos

1. Babildas alcodlicas
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