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Biologia molecular nas
doencas do neurdnio motor

Edmar Zanoteli', Ana Beatriz Alvaréz Peres?, Acary Souza Bulle Oliveira®, Alberto Alain Gabbai

RESUMO

As motoneuronopatias correspondem a um grupo amplo de doengas caracterizadas pelo comprometimento dos
neurdnios motores superior, inferior ou ambos. Na crianca a forma mais comum de motoneuronopatia € a amiotrofia
espinhal progressiva, associada com mutagées no gene SMN (sobrevida do neurénio motor) em mais de 90% dos
casos. No adulto (doencas do neurbnio motor), apenas uma percentagem menor que 15% dos casos correspondem
a formas familiares. Neste grupo a forma mais comum esta associada com mutagdes no gene da enzima superoxido
dismutase (SOD1). No entanto, novos locus genéticos vém sendo frequentemente descritos nas formas de doenga
do neurénio motor do adulto. O objetivo deste trabalho € o de apresentar uma revisao da literatura dos conhecimentos
atuais quanto aos aspectos genéticos das motoneuronopatias.

Descritores: Doengas do neurénio motor, Esclerose lateral amiotréfica, amiotrofia espinhal progressiva, Aspectos genéticos.

SUMMARY

The motor neuron diseases are a group of diseases characterized by upper motor neuron, lower motor neuron or
both involvement. The most common form of motor neuron disease in the infancy is the spinal muscular atrophy
associated with mutations on SMN gene in more than 90% of cases. In adult patients less than 15% of cases are
familial. In this group the most frequent disease is associated with mutations on SOD1 gene. However, new genetic
loci have been frequently described associated with motor neuron disease of adults. The objective of this study is to

review the recent aspects of molecular biology in the motor neuron diseases.
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INTRODUCAO

Motoneuronopatia € um termo genérico utilizado para
incluir um grupo de doencas degenerativas caracterizadas
pelo comprometimento primariamente do corpo celular
do motoneurdnio (neurdnios motores corticais, do tronco
cerebral e espinhais (segundo neurénio)). Na infancia a
principal forma de motoneuronopatia é a amiotrofia
espinhal progressiva (AEP), uma doenca de heranca
autossdmica recessiva com grande variabilidade quanto
a época de inicio e gravidade do comprometimento motor?.
A poliomielite se caracteriza por paralisia flacida
assimétrica dos membros decorrente de processo
infeccioso viral acometendo as células do corno anterior
da medula espinhal. Devido a vacinagdo em massa da
populacao contra o poliovirus, casos novos da doenca
ndo tém sido registrados. No entanto, na vida adulta
alguns pacientes com seqlela de poliomielite
desenvolvem uma piora lentamente progressiva do
quadro motor caracterizando a sindrome pds-polio®.

As quatro principais sindromes clinicas de inicio na
vida adulta incluidas dentro das motoneuronopatias,

também conhecidas como doengas do neurénio motor
(DNM), séo: atrofia muscular progressiva (AMP), esclerose
lateral primaria (ELP), paralisia bulbar progressiva (PBP)
e esclerose lateral amiotréfica (ELA). A denominagéo ELP
€ utilizada naqueles casos em que houver acometimento
puro do neurdnio motor superior (NMS). O termo AMP é
empregado quando houver envolvimento isolado do
neurénio motor inferior (NMI). O envolvimento combinado
de les@o do NMS e NMI caracteriza o quadro de ELA. O
termo PBP é empregado quando ocorre acometimento
isolado ou predominante dos neur6nios motores
bulbares. No entanto, ha muita discussdo na literatura se
estas sindromes devam ser consideradas entidades
isoladas ou se estariam inseridas no contexto da ELA,
correspondendo apenas fases ou manifestacdes clinicas
distintas da mesma doenca??.

A AMP é um tipo de DNM que se caracteriza pelo
acometimento puro do NMI, com ou sem manifestacédo
de fraqueza da musculatura bulbar. Representa cerca de
5 a 20% dos casos de DNM. Manifesta-se clinicamente
com fraqueza muscular, hipotonia, atrofia e fasciculagdes,
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geralmente de inicio assimétrico e nos membros
superiores e posteriormente envolvendo os membros
inferiores e os musculos bulbares. Em geral, os homens
sado mais afetados que as mulheres e o inicio das
manifestacdes ocorre mais precocemente que na ELAZ
O principal diagndstico diferencial deve ser feito com
neuropatia motora pura com bloqueio de condugéo, ja
que ambas podem ocasionar um quadro clinico bastante
semelhante, principalmente no inicio da evolugdo da
doencga. Anticorpos contra o gangliosideo GM1 sao
encontrados em torno de 22 a 84 % dos pacientes com
neuropatia motora multifocal®. Confusdes podem ainda
se estabelecer entre os nomes AMP e AEP, sendo que, 0
quadro clinico, a faixa etaria de acometimento, o
prognéstico e o carater hereditario da AEP sédo quase
sempre suficientes para diferencia-las.

A ELP caracteriza-se por um curso lentamente
progressivo de quadriparesia espéstica, reflexos
tendineos profundos exaltados, sinal de Babinski bilateral,
disartria espéstica e labilidade emocional (quadro
pseudobulbar)?. A distribuicdo da fraqueza tende a ser
simétrica, com o estagio final marcado por espasticidade
difusa. A ELP apresenta um quadro clinico mais insidioso
que o da ELA, de inicio em geral na quinta década de vida,
e também um curso mais longo, maior que 3 anos?.
Seguimento de longo prazo de alguns desses casos tem
sugerido que sinais de comprometimento do NMI tendem
a surgir nos estagios mais avancados da doenga®. A ELP,
como entidade nosoldgica distinta, permanece
controversa, de um lado podendo fazer parte do contexto
da paraparesia espastica hereditaria e por outro da ELA.

A PBP caracteriza-se por comprometimento
predominante da musculatura de inervacao bulbar com
ou sem envolvimento do NMS. Disartria e disfagia sdo os
sintomas predominantes, acompanhando-se de
fraqueza, atrofia e fasciculagdes de lingua?.
Associadamente, sinais de comprometimento do NMS
ou labilidade emocional podem ser observados.

A ELA se caracteriza pela presenca de sinais e
sintomas tanto de comprometimento do NMS
(espasticidade e hiperreflexia) quanto do NMI (hipotonia,
arreflexia, atrofia muscular e fasciculagdes). E a forma
mais comum de DNM de inicio na vida adulta e, por isso,
frequentemente, o termo ELA é utilizado indistintamente
para as outras formas de DNM de inicio na vida adulta?. A
doenca afeta preferencialmente pacientes do sexo
masculino e, em geral, ap6s os 40 anos de idade.
Apresenta um curso progressivo, com o 0Obito ocorrendo,
em geral, 2 a 5 anos apés o inicio da doenga. A
insuficiéncia respiratéria com ou sem pneumonia é a
principal causa de 6bito, em geral associada a disfagia
com broncoaspiragcdo. Os sinais clinicos mais
proeminentes séo fraqueza, atrofia e fasciculagées nos
membros, de inicio assimétrico. Posteriormente a
musculatura bulbar e respiratéria sdo também afetadas.
Os pacientes ndo apresentam comprometimento
sensitivo, autondmico ou visual. Os nervos que controlam
0s movimentos oculares, e 0s segmentos sacros
inferiores da medula espinhal, que controlam os
esfincteres, ndo sédo afetados. As fungdes corticais
superiores, como inteligéncia e memoaria, ndo sao
comprometidas. Os pacientes podem apresentar

labilidade emocional e depresséo.

De acordo com os critérios de “El Escorial” revisados
em 2000°, existem varios tipos clinicos de ELA e
sindromes relacionadas a ELA que devem ser
reconhecidas: A) ELA esporadica, que ocorre
isoladamente; B) ELA familiar, em alguns casos
associada com mutagBes no gene da enzima superéxido
dismutase (SODI1) e deficiéncia de hexosaminidase A/B;
C) sindrome ELA “plus”, na qual a ELA esta associada
com manifestagcBes clinicas de outras doencas
neurolégicas (forma de Guam, sinais extrapiramidais,
degeneracdo cerebelar, deméncia, envolvimento do
sistema nervoso autbnomo e anormalidades sensitivas
e dos movimentos oculares); D) ELA com anormalidades
laboratoriais de significado incerto, nas quais incluem-
se as gamopatias monoclonais, autoanticorpos (GM1),
endocrinopatias, linfoma, infec¢cbées (HIV-1, HTVL-1,
varicela zoster, brucelose, borreliose, sifilis), toxinas
exogenas (chumbo, mercdrio, aluminio); e E) sindromes
gue mimetizam a ELA, tais como a sindrome pdés-pdlio e
as neuropatias motoras multifocais com ou sem bloqueio
de conducéo.

Etiologiada ELA

Vérios fatores tém sido implicados na patogénese da
doenca, tais como a deficiéncia de fatores tréficos, os
defeitos no transporte axonal, disfungdo dos receptores
androgénicos, infec¢des virais, autoimunidade, fatores
toxicos exdgenos, excitotoxocidade endogena, mutacdes
genéticas e anormalidades das mitocondrias’”. Com
excecdo dos casos familiares, nenhum destes fatores foi
identificado como sendo isoladamente a causa da
doenca.

As neurotrofinas tém influéncia no desenvolvimento e
sobrevida dos neurdnios, além de exercerem papel
protetor e restaurador das fungdes neuronais®. Os mais
implicados sdo: fator neurotréfico ciliar (CNTF), fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofinas 3
(NT-3) e 4 (NT-4), fator neurotréfico derivado da glia (GDNF)
e fator de crescimento tipo insulina (IGF-1). Muitas destas
neurotrofinas funcionariam como potentes protetores
neuronais contra o glutamato® .

As proteinas neurofilamentares (NF) sdo importantes
no transporte axonal e na determinacdo da forma celular
e do calibre dos ax6nios. O acumulo de proteinas NF no
axonio levaria a alteragdo na densidade dos elementos
do citoesqueleto axonal, provocando edema e morte
neuronal. Estas anormalidades poderiam ser a causa ou
consequéncia da degeneracdo neuronal’. Titulos
elevados de anticorpos antigangliosideos (GM1), anti-
asialo-gangliosideos (AGM1) e anti-sulfatideos tém sido
encontrados no soro e no liquido cefalorraqueano de
pacientes com ELA, numa freqiiéncia maior do que em
individuos normais e com outras DNM, sugerindo que
em alguns casos de ELA um mecanismo autoimune
poderia estar contribuindo para a lesdo do
motoneurdnio®®.

A incidéncia elevada do complexo ELA/Parkinson/
deméncia na populagédo da ilha de Guam tem sido
associada a ingestdo de produtos provenientes de
palmeira, que contém uma substancia chamada de B-N-
metilamino-L-alanina (BMAA) que atua com uma
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neurotoxina exdégena.

Defeitos na recaptacdo do glutamato extracelular ou
aumento na sua liberagcdo nos terminais nervosos levam
a um acumulo desse neurotransmissor na fenda
sindptica, causando aumento na transmiss&do excitatoria
nos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), facilitando a
entrada excessiva de calcio nas células e por conseguinte
de dano celular®. A perda da fungdo dos transportadores
de glutamato sédio-dependente produz niveis elevados
de glutamato extracelular. Diferentes tipos de
transportadores de glutamato, especialmente os
aminoacidos excitatorios-transportadores 1 e 2 (AAET 1 e
2), tém sido estudados na ELA™.

O calcio intracelular, em quantidade excessiva, leva a
ativacdo de enzimas lisossomais que causam danos a
célula e, uma vez no interior da mitocondria,
desencadeiam o desacoplamento da sintese de ATP da
oxidacao respiratéria. Com a mitocondria inativa, a
producgdo de ATP é reduzida. A reducéo de ATP resulta na
diminuicdo da atividade das enzimas Ca2+ - ATPases, as
guais provocam o aumento do calcio intracelular,
resultando num ciclo vicioso e gerando morte celular®.

ELA familiar

Em torno de 5 a 10% dos casos de ELA sdo familiares.
A idade de inicio tende a ser 10 a 15 anos mais cedo do
gue para a ELA esporéadica, podendo ainda apresentar
um inicio juvenil ou adulto jovem. A sobrevida tende a ser
menor que nos casos de ELA esporadica.
Aproximadamente 10% dos casos familiares séo
causados por mutagdes no gene da enzima da cobre/
zinco superoxido dismutase (SODI) no cromossomo 21,
Normalmente, a SOD1 realiza a dismutagdo do radical
livre superoxido (O,) em agua oxigenada (H,O,) e oxigénio
molecular (O,). Acredita-se que a diminuicdo da atividade
da SOD leva ao acumulo do ion superoxido, que liga-se
entdo ao oxido nitrico (NO) para formar os radicais livres
peroxidonitrila (ONOO") e hidroxila (OH"). O acumulo de
radicais livres é altamente lesivo para a célula, pois
provoca peroxidagdo das membranas e modificacdo de
proteinas (nitritacdo aberrante dos residuos de tirosina),
culminando com a morte do motoneurdnio (Figura 1)’. Ja
foram descritas mais de 90 mutacdes dispersas pelos 5

Atividade normal da enzima
superdxido dismutase 1 (SOD1)

SOD1-Cu? + O, === SOD1-Cu’ +O,
SOD1-CU* + O, e SOD1-Cu?* + H,0,

Geracdo de radicais hidroxilas

SOD1-Cu?* +H,0, === SOD1-Cu* + O,” + 2H*
SOD1-Cu* +H,0, === SOD1-Cu? + OH + OH

Nitritacdo da tirosina

SOD1-Cu? + ONOO™ ====$» SOD1-CuO....NO**
SOD1-CuO....NO? + Tyr ==l SOD1-Cu? + OH- + NO,-Ty

Figura 1. Reagdes mediadas pelo cobre catalisadas pela enzima SOD1’.
SOD1 normalmente catalisa a conversdo dos dnions superoxidos toxicos
(0,") para hidrogénio peroxido (H,0,). Mutagbes no gene da SOD1 pode
reverter este processo levando a produgéo de radicais toxicos hidroxilas
(OH), ou promover o uso de outros substratos anormais tais como o
peroxidonitrito (ONOO), levando a uma nitritagdo aberrante dos residuos
de tirosina (Tyr) em proteinas’.

exons do gene SODI1, na grande maioria dos casos com
heranca autossdmica dominante!* 1. A substituicdo da
valina pela alanina na posicdo 4 (A4V) é a mutacdo mais
frequente (50% dos casos) e correlaciona-se com uma
sobrevida menor que nas outras formas familiares#16.
Ao contrario, a presenca das mutacdes G37R, G41D e
G93C prediz uma sobrevida mais longa'¢. A presenca das
mutagdes G37R ou L38V correlaciona-se com um inicio
mais precoce do quadro®®. Giess et al (2002)!” mostraram
gque em pacientes com ELA familiar decorrentes de
mutacfes no gene SODI1 e também em casos
esporadicos de ELA o gene do fator neurotrofico ciliar
(CNTF) teria um efeito modificador, levando a um inicio
mais precoce da doenga®’.

Hentati et al (1998)' mapearam um outro “locus” no
cromossomo 15 (15g15.1-g21.1) em pacientes com ELA
de heranca autossOmica recessiva e com inicio mais
precoce (ELA tipo 5). Chance et al (1998)* analisaram
uma grande familia com quadro clinico de ELA com inicio
juvenil (segunda década), de evolugcdo lentamente
progressiva, e de heranca autossémica dominante, e
mapearam o gene no cromossomo 9 (9gq34) (ELA tipo 4).

Yang et al (2001)?° e Hadano et al (2001)?* identificaram
mutages no gene de uma proteina denominada “alsin”
em raros casos de ELA juvenil de heranca autossdmica
recessiva (ELA tipo 2). Mutacdes no gene “alsin” também
foram descritas em pacientes com ELP de inicio juvenil.
Eymard-Pierre et al (2002)?> descreveram mutac¢des no
gene “alsin” em vérias familias com uma forma grave de
paraparesia espastica de inicio juvenil. Assim, mutagfes
no gene “alsin” seriam responsaveis em alguns casos
familiares pela degeneracdo dos neurdnios motores
superiores, de inicio na infancia (paraparesia espastica
hereditaria) ou juvenil (ELP), com ou sem envolvimento
dos neurdnios motores inferiores (ELA juvenil).

Mais recentemente, em uma grande familia européia
com ELA, de heranca autossdmica dominante, e de inicio
na vida adulta, Hand et al (2002) identificaram um novo
“locus” no cromossomo 18 (18g21) (ELA tipo 3).

Atrofia muscular espinhal (AEP)

A AEP é uma doenca genética de inicio na infancia
gue afeta o corpo do neurdnio motor no corno anterior da
medula espinhal, ocasionando hipotonia e fraqueza
musculares difusas simétricas de predominio nas
porcdes proximais dos membros e arreflexia tendinea
profunda!. Conforme a época do inicio da doenca e a
gravidade do comprometimento motor, a AEP tem sido
dividida em trés formas?*: O tipo | (doenca de Werdnig-
Hoffmann, ou forma grave) é caracterizado por um inicio
precoce, antes dos 6 meses de vida, e grave
comprometimento motor e respiratorio. As criangas nao
chegam a sentar sem apoio e mais de 90% delas néo
sobrevivem apds os 2 anos de idade. O tipo Il (forma
intermediaria) apresenta um inicio antes dos 18 meses
de vida; as criancas sdo capazes de sentar sem apoio,
porém nao chegam a deambular. O tipo Ill (doenca de
Kugelberg-Welander, ou forma leve) possui um quadro
clinico mais brando, com inicio apds os 2 anos de vida,
caracterizado por fraqueza e atrofia musculares das
cinturas; os pacientes, em geral, apresentam algum
periodo de deambulagao.
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Em 1995, dois genes candidatos para a AEP foram
identificados no cromossomo 5: SMN (sobrevida do
neurdnio motor)?® e NAIP (proteina inibidora da apoptose
neuronal)?. Nesta regido existem duas copias homologas
do gene SMN (uma copia telomérica e outra centromérica)
(Figura 2). A cépia telomérica, também chamada de SMNZ,
difere da copia centromérica (SMN2) por apenas 5 pares
de base, sendo duas nos exons 7 e 8. Acima de 90% dos
pacientes com quadro clinico de AEP sao causados por
delecao homozigdtica do gene SMNI1 (Figura 2 )27,
Embora as duas copias do gene sejam transcritas,
apenas a copia telomérica teria importancia funcional,
pois € a cOpia que se encontra ausente nos casos de
AEP?. Além do mais, em torno de 4 % dos individuos
normais apresentam delecdo homozigética dos exons 7
e 8 da copia centromérica do gene SMN?. Em um dos
maiores centros de reabilitagdo do Brasil, analisando
pacientes com AEP tipos 2 e 3 encontramos delec¢éo do
gene SMNI1 em 87% dos casos®.

Varios estudos tém mostrado que o nimero de copias
do gene SMNZ2 é maior nos pacientes com AEP tipos Il e
11l do que no tipo |, devido a converséo do gene SMN1 em
SMNZ22°30 O maior numero de cépias do gene SMN2
produziria um fenotipo mais brando, ja que o SMNZ2 seria
capaz de codificar até 20% da proteina funcional®>%. Tal
observacao é fortalecida pela andlise da expressdo da
proteina SMN na medula espinhal, na qual o nivel da
proteina funcional produzida nos pacientes com AEP tipos
Il e Il € maior que no tipo 1.

Telomero Centromero
SMN1 SMN2
A) 5q

— @B —

—(C 7 @—
—(C 7 @B—

—C o7
— @ —

%) SMNI - SMN2
@ delegcdo .%mutagfio de ponto

Figura 2
A) Nos individuos normais ha em média 2 cépias do SMN1 e do SMN2.

B)

C)

B) Em torno de 94% dos pacientes com AEP ocorre delecdo homozigdtica
do SMN1. C) Em torno de 6% dos pacientes com AEP ha delecdo de uma
copia do SMN1 e mutacdo de ponto na outra copia.

A diferenca de 1 pb no exon 7 do SMNZ2 afeta a eficiéncia
da incorporacdo do exon 7 no RNAm, produzindo uma
proteina menor e menos funcional. Assim, estudos
recentes tém identificado substancias capazes de afetar
a incorporagdo do exon 7 no RNAm do gene, o qual
favoreceria a produgcdo de uma proteina mais funcional.
Andreassi et al. (2001)%* demostraram que a aclarubicina
seria capaz de aumentar a retengdo do exon 7 no SMN2
transcripto, aumentando a expressdo da proteina SMN
em fibroblastos de criangas com AEP; e Chang et al
(2001)*? mostraram que o butirato de sddio facilitaria a
incorporacdo do exon 7 no SMNZ transcrito, aumentando
a expressao da proteina em modelos animais de AEP.

A copia telomérica do gene NAIP pode ser distinguida
do seu pseudogene centromérico pela presenca do exon
5 apenas na copia telomérica®. A auséncia do exon 5 do
gene NAIP tem sido observada mais freqientemente nos
pacientes com AEP tipo | do que nos tipos Il e lll, sugerindo
a presenca de uma maior delegdo na AEP tipo %627, Um
outro gene também localizado no cromossémo 5 é
responsavel pela codificacdo da proteina p44, uma
subunidade do fator de transcri¢cdo basal TFIIH®. Delecao
deste gene tem sido observada em aproximadamente
70% dos pacientes com AEP tipo I, mas a presenca da
delecdo nos parentes e em individuos normais sugere
que este gene nao teria importancia na patogénese da
AEP3*,

DNM de inicio navida adulta e os genes SMN e NAIP

Moulard et al (1998)%* encontraram em um grupo de
14 pacientes com diagnostico de AMP dois casos com
delecdo no gene SMNI (configurando o diagnéstico de
AEP de inicio tardio) e 36% com delecdo do gene SMN2,
uma porcentagem muito acima daquela observada na
populagdo normal (até 5%). Nos casos de ELA (177
pacientes) e ELP (66 pacientes) os autores encontraram
delecdo do gene SMN2 em apenas 6,2% e 1,5%
respectivamente; uma percentagem préxima ao
esperado, comparando-se com a populagdo normal. Os
casos de ELA e ELP com delecdo do gene SMNZ2 néo
apresentaram diferencas estatisticas comparando-se
com os casos sem delegdo considerando a época do
inicio, a sobrevida média, e o sexo. Em contrapartida, os
casos de AMP com delec@o do gene SMNZ2 apresentaram
um inicio mais precoce da doenca e um quadro clinico
mais grave com relacdo aos casos de AMP sem a delecéo,
sugerindo que de alguma forma a auséncia do gene
SMN2Z poderia interferir na patogénese da doencga, ou
mesmo funcionaria como um fator de predisposicao
genética®. Delegdo homozigdtica do gene NAIP foi
encontrada em apenas um caso de ELA no estudo de
Jackson et al (1996)%¢ e no estudo de Moulard et al
(1998)%; percentagem semelhante aquela encontrada na
populacao geral?.

Concluséo

Enquanto que mais de 90 % das criangas com doencga
do neurdnio motor possuem defeito genético ja identificado
(SMN), menos de 20 % dos pacientes com doenca do
neurénio motor de inicio na vida adulta, possuem defeito
genético identificado ou séo familiares, sugerindo neste
grupo um efeito acentuado de fatores exdgenos.
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Muitas teorias tém sido propostas para explicar a
etiopatogénese da ELA. Provavelmente mais de um fator
esteja contribuindo para a morte precoce do
motoneurdnio. Como estes mecanismos interagem ainda
ndo esta esclarecido.

A deteccdo de novos genes envolvidos traréa
informagdes sobre outros possiveis mecanismos
envolvidos, e assim ampliar o conhecimento dos eventos
responsaveis pela morte neuronal. O uso de drogas
capazes de interferir nestes mecanismos poderéo

prolongar a sobrevida neuronal, enquanto o
desenvolvimento e a aplicagdo pratica da terapia génica
ndo esteja efetivada. Uma das propostas de terapia génica
seria o0 uso de vetor viral para transportar o gene da EAA2
(transportador de aminoacidos excitatorios) para a medula
espinhal, através de injegdo intraparenquimal, com o
objetivo de reduzir os niveis de glutamato®. Uma outra
abordagem seria a utilizacdo de células tronco (“stem-
cell”), para promover uma redugdo na velocidade de
degeneracdo neuronal®.
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