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RESUMO

SILVEIRA, Leonardo Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2020. Perfil
oxidativo e sua associacido com diferentes estagios da doenca de Huntington em pacientes
de Ervalia/MG. Orientadora: Silvia Almeida Cardoso. Coorientadores: Lucas Vilas Boas
Magalhdes e Leandro Licursi de Oliveira.

Introducio: A doenca de Huntington (DH) é uma doenca neuroldgica hereditdria, progressiva
e incapacitante, que desperta a aten¢do pelos sintomas caracteristicos e impactantes como 0s
movimentos coreicos. O estresse oxidativo apresenta-se como um agente integrante na
fisiopatologia da DH podendo resultar em danos a membranas celulares assim comprometendo
sua integridade e viabilidade. Objetivo: Avaliar o perfil oxidativo de portadores da DH em
diferentes estagios de capacidade funcional e determinar sua relacio com marcadores
hematolégicos. Material e métodos: Pesquisa contou com a participagdo de 09 voluntarios
portadores da DH residentes na cidade de Ervélia/Minas Gerais. Os voluntdrios foram
estratificados segundo a capacidade funcional total, utilizando a escala UHDRS- Unified
Huntingtons Diseases Rating Scale. Foram estabelecidos dois grupos, o primeiro com pacientes
em estdgio mais avangado e capacidade funcional diminuida e o Segundo com pacientes em
estdgio menos avancado e capacidade funcional ainda ativa. Foram realizadas analises
hematoldgicas, para defini¢do do hemograma e leucograma. A partir do soro foram realizadas
avaliacdes espectrofotométricas para avaliacdo da capacidade antioxidante total (FRAP),
determinacdo da atividade das enzimas Catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
Glutationa-S-transferase (GST) e quantificacdo dos marcadores de dano proteinas carboniladas
e produto de lipoperoxidagdo (MDA). Resultados: Observou-se alteracdes hematoldgicas
significativas que evidenciaram que o grupo funcionalmente mais acometido apresentava niveis
significativamente inferiores de hemoglobina e hematdcrito. Embora ndo tenha sido observado
alteracdo na quantificacdo da capacidade antioxidante total sérica e da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e GST, entre os dois grupos avaliados, a atividade da enzima CAT
apresentou-se significativamente reduzida no grupo DH em estigio mais incapacitante.
Conclusao: Os achados demonstram relacdo do estresse oxidativo com a evolugdo clinica da
DH, com énfase na deplecao da enzima antioxidante catalase e sua relacdo com marcadores
hematoldgicos. Apontando essa relacdo como um importante fator no estabelecimento de

condutas preventivas para melhora da qualidade de vida dos pacientes.

Palavras-chave: Doenca de Huntington. Estresse oxidativo. Disfun¢do Cognitiva



ABSTRACT

SILVEIRA, Leonardo Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2020. Oxidative
profile and its association with different stages of Huntington's disease in patients from
Ervalia/MG. Advisor: Silvia Almeida Cardoso. Co-advisors: Lucas Vilas Boas Magalhaes and
Leandro Licursi de Oliveira.

Introduction: The Huntington's disease (HD) is a hereditary neurological, progressive and
disabling disease, drawing attention due to its specific and impactful symptoms, such as the
chorea movements. The oxidative stress presents itself as an integral agent in the
pathophysiology of HD and may result in damage to cell membranes, thus compromising their
integrity and viability. Objective: To evaluate the oxidative profile of HD patients at different
stages of functional mobility and determine its relationship with hematological markers.
Material and Methods: The survey counted with the participation of nine volunteers with HD
residing in the city of Ervdlia/Minas Gerais. The volunteers were stratified according to the
total functional mobility, using the scale UHDRS- Unified Huntington’s Disease Rating Scale.
Two groups were established: the first with patients at a more advanced stage and reduced
functional mobility and the second with patients in less advanced stage and functional mobility
still active. Hematological analyses were performed to define the red and white blood cell
counts. From the serum, spectrophotometric assessments were performed to evaluate the total
antioxidant capacity (TAC), determination of the activity of the enzymes Catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and Glutathione-S-transferase (GST) and quantification of
damage markers protein carbonyl and product of lipid peroxidation (MDA). Results: There
were significant hematologic changes that showed that the most functionally affected group
showed significantly lower levels of hemoglobin and hematocrit. Although there was no
alteration in the quantification of serum total antioxidant capacity and the activity of the
antioxidants enzymes SOD and GST, between the two groups assessed, the CAT enzyme
activity was significantly reduced in the HD group at more advanced incapacitating stage.
Conclusion: These findings demonstrate the relationship between oxidative stress and the HD
clinical evolution, with emphasis on the depletion of antioxidant enzyme catalase and its
relation with hematological markers. Pointing out this relationship as an important factor in the

establishment of preventive behaviors to improve the quality of life of patients.

Keywords: Huntington's disease. Oxidative stress. Cognitive Dysfunction
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1 APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi elaborada de acordo com as normas estabelecidas pela
PréReitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo da Universidade Federal de Vigosa — UFV. O corpo
do trabalho compreende a introducdo geral, os objetivos, geral e especificos, a metodologia,
um artigo cientifico original, um folder explicativo e a conclusdo geral. O artigo original
intitulado: “Avaliacdo do perfil oxidativo em pacientes com doenca de Huntington em
diferentes estagios, na cidade de Ervalia/MG”, foi submetido a revista Brain Research

Bulletin (QUALIS B1 — Anexo A).
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2 INTRODUCAO

2.1 A Doenca de Huntington

As doencas neurodegenerativas sio as principais causas de morbidade e deficiéncia, por
isso estdo ganhando mais aten¢do, uma vez que impde um impacto socioecondmico
considerdvel na populagdo em geral. (CHITNIS; WEINER, 2017).

A doenga de Huntington (DH) € uma doeng¢a neurodegenerativa autossomica dominante
causada por uma extensdo de repeticdo da sequéncia CAG no gene HTT, que codifica a
proteina huntingtina (Htt), resultando na aparéncia de um longo trato de poliglutamina no
produto genético. O actimulo da proteina no citoplasma e no nicleo dos neurdnios é,
provavelmente o responsdvel pela degradagdo dos neur6nios. Em muitos distirbios
neurodegenerativos, o comprometimento mitocondrial e o estresse oxidativo desempenham um
papel importante na progressao da doenca (JEDRAK et al., 2018). Sendo relatada pela primeira
vez por George Huntington em 1872 como uma coreia hereditaria. O relato foi sobre os
sintomas cognitivos e psiquidtricos, e sua natureza hereditdria. Se tratando de uma doenca
progressiva (MCCOLGAN; TABRIZI, 2018).

Os sintomas da DH variam entre os portadores da doenca, mas na maioria das vezes
incluem sintomas motores, cognitivos e psiquidtricos. Os sintomas motores demonstram a
principal caracteristica da doenga, que sdo os movimentos coreicos, levando a distirbios da
marcha que tendem a aparecer mais no inicio da doenga e outros comprometimentos motores,
que normalmente aparecem em um estdgio mais avancado como bradicinesia e rigidez. Os
sintomas cognitivos ja aparecem antes mesmo do diagndstico e tendem a progredir a medida
que a doenca avanga. Os déficits incluem lentiddao cognitiva e diminui¢do da atengdo. Ja
os Sintomas psiquidtricos € emocionais também sdo observados precocemente em pacientes em
DH. Os pacientes portadores da doenca sdao normalmente depressivos e mostram sinais
irritabilidade e impulsividade (SAUDOU; HUMBERT, 2016).

Dentre os varios disturbios provocados pela DH, o que mais se destaca e chama a
atencdo sdo 0s movimentos coreicos € se caracteriza por provocar movimentos hipercinéticos e
movimentos involuntdrios rdpidos, semelhantes a danca que fluem de uma érea do corpo para
outra (FEINSTEIN; WALKER, 2018).

A idade média de inicio da DH € de 40 anos. E uma expectativa de sobrevida média de

14,5 a 20 anos apds o aparecimento dos primeiros sinais clinicos, sendo que a DH juvenil tem



14

uma sobrevida de aproximadamente 10 anos, segundo KIM e colaboradores em 2016. Esse
estudo também relatou que ndo ocorre diferencas de género quanto ao aparecimento da doenca
e que um entendimento sobre a perspectiva de vida dos portadores da DH, sd@o importantes no
contato terapéutico com o paciente € podem identificar dados relacionados a progressdo dos
sintomas da doencga.

Os critérios utilizados para um diagndstico da DH sdo: o histérico familiar, devido a sua
hereditariedade, além dos sinais inequivocos da doenga como o déficit motor (principalmente
0s movimentos coreicos), distirbios psiquidtricos e alteragdes cognitivas, sem outra causa
aparente. Os pacientes que apresentam estes sintomas devem ser submetidos ao teste genético,
de forma a confirmar o diagnéstico de DH (CHEONG; GABERY; PETERSEN, 2019).

Através do teste genético a DH pode ser diagnosticada com base no trato CAG
expandido. Com o trato CAG mais longo a doenca pode aparecer de forma precoce, até mesmo
na forma juvenil. No entanto, embora a caracteristica principal da doenga seja o distirbio do
movimento produzido pela disfuncdo e degeneracdo neuronal, a DH, como dito anteriormente,
tem muitas outras manifestacdes menos especificas, incluindo distirbios psiquidtricos. De fato,
o exame mais detalhado dos portadores da DH revela outras alteracdes como as cognitivas,
motoras e sensoriais, além de marcadores inflamatorios, detectaveis muitos anos antes do
diagnéstico clinico (GUSELLA; MACDONALD, 2009).

Em 1992 o gene HTT foi mapeado e clonado com impacto extremamente significativo
no campo da genética, pois foi a primeira vez que a identificacdo de uma mutacdo relevante
para a doenca em um gene até entdo desconhecido foi bem-sucedido (NGUYEN; WEYDT,
2018).

Atualmente ndo ha tratamento para retardar o inicio ou a progressdo da DH. Um estudo
recente pode mudar toda visdo sobre o futuro dos portadores da doenca, com a estratégia de
silenciamento genético especifica do alelo HTT, bloqueando o avanco da doenca. (CHAO et al.,

2017).

2. 2 A prevaléncia da Doenca de Huntington

A DH é observada em todo o mundo com maior incidéncia em algumas regides

geograficas. H4 evidéncias consistentes de uma menor incidéncia nas populagdes

asidticas. Também ha evidéncias de que na Austrdlia, América do Norte e Europa Ocidental



15

(incluindo o Reino Unido), a prevaléncia venha aumentando nos tltimos 50 anos ou mais
(RAWLINS et al., 2016).

Nos EUA e Australia estima-se 5,7 casos em cada 100.000 (cem mil) habitantes
(PRINGSHEIM et al., 2012 e BATES et al., 2015).

A cidade de Ervdlia fica situada na Zona da Mata de Minas Gerais e possui, segundo o
CENSO 2010, uma populacdo de 17.946 habitantes e uma populacdo estimada para o ano de
2019 de 18.895 habitantes. Possui na economia, a agricultura como fonte de renda principal e
apenas 14,8% de sua populagdo economicamente ativa. Na educacgdo, sua taxa de escolarizacao
entre 6 e 14 anos € de 93,6% e na area da saude, a taxa de mortalidade infantil € de 4,5 para
1.000 nascidos vivos, o que comparativamente com o restante das cidades do Estado de Minas
Gerais, coloca-se em 572 de 853 municipios. A cidade possui alguns casos de DH e familias
com histérico de portadores da doenca.

Ao analisar algumas familias, com histérico familiar de DH, da cidade de Ervéalia/MG, a
taxa minima de prevaléncia encontrada foi de 7,2 / 10.000 pessoas, superior a prevaléncia

mundial.

A prevaléncia minima de DH em Ervilia foi pelo menos 10,3 a 14,4 vezes maior que a
da populagdo mundial, embora ndo represente a prevaléncia geral da doengca no
Brasil. Certamente, uma pesquisa ampliada no pais levard a uma estimativa de prevaléncia mais

baixa que a da Ervdlia/MG (AGOSTINHO et al., 2015).

2.3 A Doenca de Huntington e o estresse oxidativo

A geracdo de radicais livres faz parte de um processo continuo e fisiolégico do nosso
organismo. Durante os processos metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores para a
transferéncia de elétrons nas vdrias reacdes quimicas. A producdo de radicais livres durante os
processos metabodlicos, instalam uma situagdo de estresse oxidativo, decorrido de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes. Por isso, 0 nosso organismo
desenvolve mecanismos de defesa antioxidante, seja através das enzimas antioxidantes ou de
forma exdgena, com a introdu¢do de vitaminas na dieta. O objetivo € exatamente controlar os
danos provocados pelo aumento de radicais livres e do estresse oxidativo (BARBOSA et al.,
2010).

Como parte do processo natural da respiragdo celular, as mitocondrias produzem

diversas espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem estar aumentadas em condi¢des
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patoldgicas, com énfase no radical superdxido. Outras espécies reativas como o peroxido de
hidrogénio, podem difundir livremente e na presenca de metais facilitar a geracdo de radicais
de hidroxila (NUNOMURA et al., 2001).

As doencas neurodegenerativas, como o mal de Alzheimer, Parkinson e a doenca de
Huntington tem em sua patogénese, a participagdo de mitocOndrias alteradas. Essas
mitocondrias sdo a principal fonte intracelular de EROS. Em todas essas condig¢Oes
degenerativas, o dano oxidativo estd presente, juntamente com a disfuncdo mitocondrial,

implicados no envelhecimento (XUN et al., 2012).

Com o aumento da idade o estresse oxidativo também aumenta e ocorre a diminui¢ao da
capacidade de responder ao dano oxidativo das proteinas, contribuindo para o acimulo de
proteinas oxidativamente danificadas. Em pessoas afetadas por doencas neurodegenerativas
como a DH, EROS sdo gerados durante o metabolismo celular e estdo presentes no cérebro e a
degeneracdo neuronal € observada devido o estresse oxidativo e a disfun¢do mitocondrial
(JOHRI; BEAL, 2012).

A participacdo do estresse oxidativo na fisiopatologia da DH vem sendo descrita, com a
atuacdo de EROS na ativacdo da NADPH oxidase envolvida na ativa¢do da micréglia (TUNEZ
et al., 2011; MULLER e LEAWITT., 2014; QUIN et al., 2013). A abundante presenca de NO
nesse ambiente contribui para a formacdo de radicais peroxinitritos altamente neurotoxicos
(CALABRESE et al., 2009). A alta suscetibilidade de células neuronais as lesdes mediadas por
espécies reativas, assim como sua alta exigéncia do metabolismo oxidativo e a grande presenga
de acidos graxos poli-insaturados em membranas neuronais, contribuem para os impactos do
estresse oxidativo no sistema nervoso central (HALLIWELL, 1992).

De acordo com Palmieri e Sblendorio em 2007, a drea da saide em geral, estd cada vez
mais convencida da importancia do rastreio e monitoriza¢do dos radicais livres e dos estudos
sobre o estresse oxidativo.

Diante do exposto acima, o estudo visa ampliar o conhecimento do perfil oxidativo de
pacientes com doenga de Huntington e sua relagdo com a progressdo da doenca. Com o intuito

de auxiliar no tratamento e condugao clinica de pacientes com a referida condicao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Relacionar o grau de progressdo funcional de portadores da doenca de Huntington da

cidade de Ervélia com o perfil oxidativo.

3.2 Objetivos Especificos
- Acessar pacientes portadores da doenca de Huntington;
- Avaliar a capacidade funcional total (TFC) dos pacientes;
- Obter e processar o material bioldgico;
- Realizar andlise dos componentes celulares hematoldgicos;

- Quantificar a capacidade antioxidante sérica total, a atividade de enzimas

antioxidantes e os marcadores de dano relacionados ao processo oxidativo.

- Correlacionar estatisticamente as variaveis analisadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Neste estudo participaram nove voluntdrios portadores de DH da cidade de Ervilia,
Minas Gerais/Brasil. Foram incluidos portadores de DH de ambos os sexos, com idade entre:
30 e 80 anos.

Os voluntdrios foram avaliados por um fisioterapeuta para a determinagcdo da
capacidade funcional total, utilizando a escala UHDRS - Unified Huntingtons Disease Rating
Scale (Escala unificada para avaliagdo da doenca de Huntington) (ANEXO B). Os pacientes
foram divididos em dois grupos conforme a progressdo da doenca: pacientes com estdgio mais
avancado e capacidade funcional diminuida, (denominados DH1) e pacientes em estdgio menos
avancado e com capacidade funcional ainda ativa, (denominados DH2).

A coleta das amostras foi realizada no periodo de abril a setembro de 2019, apds a
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de

Vigosa (CEP-UFV), parecer nimero 3.265.178 (ANEXO C).

4.2 Coleta de amostra biologica

ApOs a aceitagdo da participagcdo na pesquisa pela assinatura do Termo de Assentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO D) e do Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido (ANEXO
E). A amostra sanguinea foi coletada por puncdo venosa, sendo realizada por profissional
devidamente habilitado. Foram coletados dois tubos, um com anticoagulante para andlise do
hemograma e leucograma por impedancia e um segundo tubo sem anticoagulante para obtencdo
do soro. Apos retracdo do codgulo a amostra foi centrifugada e o soro armazenado a -4°C, para

as andlises posteriores.

4.3 Avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo
4.3.1 Capacidade sérica antioxidante total

A quantificagdo da capacidade sérica antioxidante total foi baseada no método da
capacidade de reducdo férrica (FRAP) (BENZIE et al., 1996). Para tanto dez pL de
amostra/padrao foram adicionados a 220 uL de solugdo FRAP em microplacas de poliestireno,

que foram incubadas no escuro por 30 minutos. Como agente oxidante foi utilizada uma
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solucdo de Trolox, partindo de uma concentragio de 2 mmol.L . As leituras foram realizadas
no espectrofotometro Multiskan GO Microplate Spectrophotometer spectrophotometer
(Thermo Scientific) em comprimento de onda 570 nm. As concentracdes relativas foram

obtidas a partir da curva padrao sendo os resultados expressos em puM.

4.3.2 Atividade das enzimas antioxidantes

A determinagdo da atividade catalitica da SOD foi realizada pelo método do pirogalol
baseado na capacidade da enzima de catalisar a reacdo do superdxido (O-2) e peréxido de
hidrogénio, de acordo com Sarban e colaboradores (2005). Para isso, 30 pl de amostra foram
adicionadas a 99 pl de tampao fosfato (0,1M pH 7,0), 6 ul de MTT (1,25 mm) e 15 pl de
pirogalol (100 uM) em placa de 96 pocos e incubados durante 5 minutos a 37°C. O padrado e o
branco foram feitos da mesma maneira, porém para ambos sem amostra e utilizando 129 pl e
144 pl de tampao, respectivamente. No branco nao foi adicionado pirogalol. Apés a incubacio,
foi estabelecida a reacdo com 150 pl de DMSO (1,25 mm) e as amostras foram submetidas a
leitura a 570 nm em leitor de placas (Thermo ScientificMultiskanTM GO). A atividade
enzimatica foi expressa em Unidades de SOD por mg de proteina.

A atividade enzimética da Catalase foi avaliada medindo a cinética de decomposi¢ao de
H202, de acordo com AEBI (1984). Para isso, 6 uL. de amostra juntamente com 600 pL de
tampao Fosfato (0,1 M e pH 7,0) foram utilizados como branco para cada amostra enquanto
que, para leitura, o tampao Fosfato foi acrescido de H202 (30%). Dessa forma, em uma cubeta
de Quartzo, as amostras foram submetidas a leitura a 240 nm em espectrofotometro, durante 60
segundos, para acompanhamento da cinética enzimatica. A atividade enzimaética foi expressa
em Unidades de Catalase por mg de proteina.

Na determinacdo da atividade enzimatica da Gluatationa S-transferase, no soro dos
voluntdrios, foi realizada a quantificacdo do produto formado a partir da complexacdo de
glutationa reduzida (GSH) com 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) de acordo com o método
descrito por HABIG e colaboradores (1974) e foi calculada pela taxa de oxidacdo de NADPH.
Dessa forma, em uma cubeta de Quartzo, foram pipetados 682 pl de tampao Fosfato (0,1 M e
pH 7,0) juntamente com 6 pl de CDNB (0,1 M), 6 pl de amostra e 6 pl de solucao de GSH (0,1
M) e a taxa de reacdo da enzima presente nas amostras foi monitorada a 340 nm em
espectrofotometro, durante 90 segundos, para acompanhamento da cinética enzimdtica. Foi
realizado também um branco para o experimento, o qual nao possui adicdo da amostra e foi

utilizado para verificar a taxa de reacOes ndo-enzimdticas. A atividade enzimatica foi expressa
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em pmol min! g !

, onde uma unidade de atividade representa a quantidade de enzima que
catalisa a formacao de 1 umol de produto por minuto e por grama de amostra, nas condi¢des do

ensaio.
4.3.4 Marcadores de dano

Para quantificar os produtos provenientes da peroxidacao lipidica (peréxidos lipidicos,
malondialdeidos e demais aldeidos de baixo peso molecular), as amostras de soro foram
submetidas a reacdo com o 4cido tiobarbitirico (TBARS), de acordo com a metodologia de
BUEGE e AUST (1978). Dessa forma, 200 pl de cada amostra foram adicionados a 400 pul de
solucdo de TBARS (15% de TCA, 0,375% de TBA e 0,25M de HCL), agitados no vortex
durante 10 segundos e colocados em banho-maria, a 90°C, durante 40 minutos. Em seguida,
apos resfriamento, foi efetuada a extragdo das substancias reativas ao dcido tiobarbitirico com
a adi¢cdo de 600 pl de n-butanol, seguida da centrifugacdo a 3500 rpm, durante 5 minutos. Por
fim, apds centrifugagdo, 200 pl dos sobrenadantes foram cuidadosamente retirados e
submetidos a leitura a 535 nm. Os valores de TBARS foram expressos em mmols de
malondialdeido (MDA) por mg de proteina.

A dosagem de proteinas carboniladas no soro foram determinadas de acordo com a
metodologia de Levine e colaboradores (1990). Dessa forma, o precipitado obtido pela
centrifugacao do foi ressuspendido com 1 ml de tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) e este dividido
em dois eppendorfs (amostras e brancos), com 500 puL em cada. Em seguida, ambos foram
precipitados com 500 pl de solu¢do de TCA 10% e centrifugados a 5000 g, durante 10 minutos,
a 4°C e o sobrenadante descartado. Posteriormente, somente as amostras foram incubadas em
temperatura ambiente, durante 30 minutos, com 500 pl de solucdo contendo 2,4-
dinitrofenilhidrazina 10mM 18 e HCL 2M. Logo apds, as amostras e os brancos foram
novamente precipitados com TCA 10 % e centrifugados, durante 10 minutos, a 5000 g. Os
precipitados foram, entdo, lavados duas vezes com solugdo etanol: acetato de etila (1: 1) e
centrifugados a 10000 g, durante 10 minutos, a 4°C e o sobrenadante descartado. Por fim, os
precipitados obtidos foram ressuspendidos em 1 ml de solu¢do de SDS 6%, novamente
centrifugados a 10000 g, durante 10 minutos, a 4°C e 200 pl dos sobrenadantes foram
cuidadosamente retirados e submetidos a leitura a 370 nm em leitor de placas (Thermo
Scientific-MultiskanTM GO). O contetddo de proteinas carboniladas foi expresso em nmol de

proteinas carboniladas por ml de amostra.
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4.4 Andlise estatistica

As varidveis analisadas apresentaram distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk,
portanto foi realizado teste T paramétrico. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo, com significancia estatistica considerada quando p<0,05. Para andlise de correlacdo
entre as varidveis foi realizado teste de Pearson. O tratamento estatistico foi realizado através

do programa GraphPad Prism 7.0 program (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA).
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5.1 Artigo Original

Evaluation of the oxidative profile in patients with Huntington’s disease at different
stages, in the city of Ervalia/MG

ABSTRACT

Introduction: The Huntington's disease (HD) is a hereditary neurological, progressive
and disabling disease, drawing attention due to its specific and impactful symptoms, such as the
chorea movements. The oxidative stress presents itself as an integral agent in the
pathophysiology of HD and may result in damage to cell membranes, thus compromising their
integrity and viability. Objective: To evaluate the profile of HD patients at different stages of
functional mobility and determine its relationship with hematological markers. Material and
Methods: The survey counted with the participation of nine volunteers with HD residing in the
city of Ervédlia/Minas Gerais. The volunteers were stratified according to the total functional
mobility, using the scale UHDRS- Unified Huntington’s Disease Rating Scale. Two groups
were established: the first with patients at a more advanced stage and reduced functional
mobility and the second with patients in less advanced stage and functional mobility still active.
Hematological analyses were performed to define the red and white blood cell counts. From the
serum, spectrophotometric assessments were performed to evaluate the total antioxidant
capacity (TAC), determination of the activity of the enzymes Catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and Glutathione-S-transferase (GST) and quantification of damage markers
protein carbonyl and product of lipid peroxidation (MDA). Results: There were significant
hematologic changes that showed that the most functionally affected group showed
significantly lower levels of hemoglobin and hematocrit. Although there was no alteration in
the quantification of serum total antioxidant capacity and the activity of the antioxidant
enzymes SOD and GST, between the two groups assessed, the CAT enzyme activity was
significantly reduced in the HD group at more advanced incapacitating stage. Conclusion:
These findings demonstrate the relationship between oxidative stress and the HD clinical
evolution, with emphasis on the depletion of antioxidant enzyme catalase and its relation with
hematological markers. Pointing out this relationship as an important factor in the
establishment of preventive behaviors to improve the quality of life of patients.
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ABSTRACT

Introduction: The Huntington's disease (HD) is a hereditary neurological, progressive
and disabling disease, drawing attention due to its specific and impactful symptoms, such as the
chorea movements. The oxidative stress presents itself as an integral agent in the
pathophysiology of HD and may result in damage to cell membranes, thus compromising their
integrity and viability. Objective: To evaluate the profile of HD patients at different stages of
functional mobility and determine its relationship with hematological markers. Material and
Methods: The survey counted with the participation of nine volunteers with HD residing in the
city of Ervélia/Minas Gerais. The volunteers were stratified according to the total functional
mobility, using the scale UHDRS- Unified Huntington’s Disease Rating Scale. Two groups

were established: the first with patients at a more advanced stage and reduced functional
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mobility and the second with patients in less advanced stage and functional mobility still
active. Hematological analyses were performed to define the red and white blood cell counts.
From the serum, spectrophotometric assessments were performed to evaluate the total
antioxidant capacity (TAC), determination of the activity of the enzymes Catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and Glutathione-S-transferase (GST) and quantification of
damage markers protein carbonyl and product of lipid peroxidation (MDA). Results: There
were significant hematologic changes that showed that the most functionally affected group
showed significantly lower levels of hemoglobin and hematocrit. Although there was no
alteration in the quantification of serum total antioxidant capacity and the activity of the
antioxidant enzymes SOD and GST, between the two groups assessed, the CAT enzyme
activity was significantly reduced in the HD group at more advanced incapacitating stage.
Conclusion: These findings demonstrate the relationship between oxidative stress and the HD
clinical evolution, with emphasis on the depletion of antioxidant enzyme catalase and its
relation with hematological markers. Pointing out this relationship as an important factor in the

establishment of preventive behaviors to improve the quality of life of patients.

Keywords: Huntington's disease, oxidative stress, neurodegeneration.

1. INTRODUCTION

Huntington's disease (HD) is a fatal, autosomal dominantly inherited progressive
neurodegenerative disease. George Huntington first described it in 1872 as a hereditary chorea,
in function of the involuntary movements presented by the patients, aggravated with the clinical
evolution. Huntington disease is caused by an expanded CAG trinucleotide repeat in HTT gene
that translates into an abnormally long polyglutamine repeat in the mutant huntingtin protein
(MacDonald et al.,, 1993; Ross and Tabrizi, 2011; Thomson and Leavitt, 2018). The
manifestation of the disease occurs in adult life, between 30 and 40 years of age, with mean
survival expectation of 14.5 through 20 years after the appearance of the first clinical signs in
both sexes (Ross and Tabrizi, 2011). HD incidence is approximately 5- 10 in 100,000
individuals worldwide (Huang et al., 2016).

The HD symptoms vary among the disease carriers, but often include motor, cognitive
and psychiatric symptoms. The cognitive symptoms already appear even before the diagnosis,

and tend to progress as the disease evolves. The patients with the disease usually have
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psychiatric conditions such as depression, with signs of irritability and impulsivity (Saudou and
Humbert, 2016). Among the several disorders caused by HD, the chorea movements stand out
and draw attention, being characterized by provoking hyperkinetic movements and fast
involuntary movements (Feinstein and Walker, 2018). In addition, the progress of disease
results in a gradual decline in the balance, functional mobility and can severely impact on

health-related quality of life of the patients in late-state of the HD (Kloos et al., 2017).

The criteria used to diagnose the HD are: family history, due to its heredity, besides the
unequivocal signs of the disease such as motor deficit (especially chorea movements),
psychiatric disorders and cognitive changes, without other apparent cause. Patients who have
these symptoms and characteristics are submitted to genetic testing, based on the expansion of
the huntingtin (HTT) gene CAG sequence, in order to confirm the diagnosis of HD (Cheong et
al., 2019).The mapping and cloning of the (HTT) gene, in 1992, was highly significant in the
field of genetics, because it was the first identification of a genetic mutation associated with the

disease in a previously unknown gene (Nguyen and Weydt, 2018).

The participation of the oxidative stress in the pathophysiology of HD is being
described (Muller and Leavitt, 2014; Nandi et al.,, 2019; Tunez et al.,, 2011), with the
participation of reactive oxygen species (ROS) in the activation of the NADPH oxidase
involved in the microglia activation (Haslund-Vinding et al., 2017). The abundant presence of
NO in this environment contributes to the formation of peroxynitrite radicals, highly neurotoxic
(Calabrese et al., 2009). In addition, HTT mutant protein alters the energetic metabolism by the
oxidative stress and calcium storage and mitochondrial depletion (Kim et al., 2010). The high
susceptibility of neuronal cells to injury mediated by reactive species, as well as their high
demand of oxidative metabolism and the large presence of poly-unsaturated fatty acids in
neuronal membranes, contribute to the impacts of oxidative stress in the central nervous system

(Halliwell, 1992).

Within this approach, the objective of this study was to demonstrate the oxidative
profile of patients with HD in the city of Ervalia, Minas Gerais/Brazil and its relation with
hematological markers, aiming to point markers for the stratification of the disease and the

establishment of possible interventions.
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2. METHODOLOGY

2.1 Study design
The participants were nine volunteers with HD from the city of Ervdlia, Minas Gerais,

Brazil. The sample included HD patients of both sexes, aged between 30 and 80 years.

The volunteers were evaluated by a physiotherapist for the determination of total
functional mobility, using the UHDRS - Unified Huntington’s Disease Rating Scale (Kieburtz,
1996). The patients were divided into two groups according to the disease progression:
Huntington’s patients in advanced stage of the disease showing decreased functional mobility

(HDT); Huntington’s patients with preserved functional mobility (HD2).

The samples were collected in the period from April to September 2019, after approval
by the Human Research Ethics Committee of the Federal University of Vigosa (CEP-UFV),
opinion number 3.265.178.

2.2 Collection of biological samples

The blood sample was collected by venous puncture, being carried out by duly qualified
professional. Two tubes were collected of each patient, one with anticoagulant for the RBC
count and WBC count by impedance and a second tube without anticoagulant for obtaining the
serum. After retracting the clot, the sample was centrifuged at 2000 x g and the serum was

collected and stored at -4°C for later analyses.

2.3 Evaluation of the oxidative stress markers
2.3.1 Serum total antioxidant capacity
The quantification of serum total antioxidant capacity was based on the method of ferric
reducing antioxidant power (FRAP) (Benzie and Strain, 1996). For this purpose, 10 pl of
sample/standard were added to 220 ul of FRAP solution in Polystirene Microplates, which
were incubated in the dark for 30 minutes. The oxidizing agent used was a Trolox solution,

starting with a concentration of 2 mmol.L"!

. The readings were performed in a Multiskan GO
Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific) at wavelength of 570 nm. The relative

concentrations were obtained from the standard curve and the results were expressed in pM.
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2.3.2 Antioxidant enzymes activity

Superoxide dismutase activity (SOD) was performed through the pyrogallol method,

based on the ability of the enzyme to catalyze the reaction of superoxide (0'2) in hydrogen
peroxide (Sarban et al., 2005). For this, 30 pl of the samples were added to 99 ul of phosphate
buffer (0.1M pH 7.0), 6 ul of MTT (1.25 mm) and 15 pl of pyrogallol (100 uM) in 96-well
plate and incubated for 5 minutes at 37°C. The standard and the white were done in the same
way, but for both without sample and using 129 pl and 144 pl of buffer, respectively. The white
did not receive pyrogallol. After incubation, the reaction was established with 150 pl of
DMSO (1.25 mm) and the samples were submitted to reading at 570 nm in the plate reader
(Thermo Scientific Multiskan TM GO). The enzymatic activity was expressed in SOD
Units/mg of protein. The catalase enzyme activity was evaluated by measuring the kinetics of
decomposition of H202 (Aebi, 1984). For this reason, 6 ul of sample along with 600 ul of
phosphate buffer (0.1 M and pH 7.0) were used as white for each sample, whereas, for reading,
the phosphate buffer was added to H202 (30%). Thus, in a quartz cuvette, the samples were
subjected to reading at 240 nm on a spectrophotometer, during 60 seconds, for monitoring of

enzyme kinetics. The enzymatic activity was expressed in Catalase Units/mg of protein.

In the determination of enzymatic activity of Glutathione-S-Transferase in the serum of
volunteers was held the quantification of the product formed from the complexation of reduced
glutathione (GSH) with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) (Habig et al., 1974). Thus, in a
quartz cuvette were pipetted 682 pl of phosphate buffer (0.1 M and pH 7.0) with 6 pl of CDNB
(0.1 M), 6 pl of sample and 6 pl of GSH solution (0.1 M) and the reaction rate of the enzyme
present in the samples was monitored at 340 nm on a spectrophotometer, during 90 seconds, for
monitoring of enzyme kinetics. Moreover, a white was performed for the experiment, which
does not have the addition of sample and was used to check the rate of non-enzymatic

reactions. The enzymatic activity was expressed as pmol min™! g'l, where a unit of activity

represents the amount of enzyme that catalyzes the formation of 1 pmol of product by minute

by gram of sample, under the test conditions.
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2.4 Markers of macromolecules damage

To quantify the products of lipid peroxidation (lipid peroxides, melondialdehydes and
other aldehydes of low molecular weight), serum samples were submitted to the reaction with
the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (Buege and Aust, 1978). In this way, 200
ul of each sample were added to 400 ul of solution of TBARS (15% of TCA, 0.375% of TBA
and 0.25M of HCL), agitated on a vortex mixer for 10 seconds and placed in a water bath at
90°C during 40 minutes. Then, after cooling, the thiobarbituric acid reactive substances was
extracted, with the addition of 600 pl of n-butanol, followed by centrifugation at 3500 rpm for
5 minutes. Finally, after centrifugation, 200 pl of supernatant was carefully removed and
submitted to reading at 535 nm. The values of TBARS were expressed in mmols of

malondialdehyde (MDA) by mg of protein.

The dosage of carbonylated proteins in serum was determined according to the
methodology of Levine (Levine et al., 1990). In this way, the serum was dilute in 1:10 with
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) to the final concentration of total protein less than 10 mg/ml.
Then, 200 pl of diluted serum were mixed with 800 ul of 10 mM 2,4- dinitrophenylhydrazine
(DNPH) in 2.5M HCI. Sample control, white, was also prepared by adding equal volume of
dilute serum to 800 ul of 2.5 M HCI. Subsequently, the samples were incubated at ambient
temperature for 1 hour in dark environmental. After this, both were precipitated with 500 pl of
TCA 40% solution and centrifuged at 5000 g for 10 minutes at 4°C and the supernatant,
discarded. The precipitate was then washed twice with ethanol solution: ethyl acetate (1:1), and
centrifuged at 10000 g for 10 minutes at 4°C and the supernatant, discarded. Finally, the
precipitate obtained was re- suspended in 1 ml of 6% SDS solution, again centrifuged at 10000
g for 10 minutes at 4°C and 200 pl of supernatant were carefully removed and submitted to
reading at 370 nm in the plate reader (Thermo Scientific-MultiskanTM GO). The content of

protein was expressed in nmol of carbonylated proteins by ml of sample.

2.5  Statistical analysis

The analyzed variables had a normal distribution on the Shapiro-Wilk test.The T
parametric test was performed. The results were expressed as mean + standard deviation, with
statistical significance considered when p<0.05. For the analysis of correlation between the
variables Pearson test was performed. The statistical analysis was performed using the software

GraphPad Prism 7.0 program (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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3. RESULTS

The study participants were 09 volunteers from the city of Ervalia, Minas Gerais, Brazil
with prior diagnosis of Huntington's disease, whose functional mobility was assessed by the
UHDRS - Unified Huntington’s Disease Rating Scale. Among the individuals of the HDI1

group, three were of female sex and two of male sex, whereas in the HD2 group, all individuals

were male.

The hematological profile of all individuals is showed in Table 1. The subjects in HD1
group feature values significantly impaired for the parameters related to the red blood cells in
comparison to individuals from the HD2 group. In relation to the white blood cells, only the
lymphocytes count showed a significant difference, with values significantly increased in the
HDI1 group in comparison to the HD2 group. However, there was no lymphocytes count above

the reference values in both groups evaluated.

Table 1 — Hematological profile of volunteers Huntington’s Disease carriers

Parameters HD1 (n=5) HD2 (n=4) )/
Platelet (mm") 286 +12.73 238.30 +41.41 0.2618
Erythrocyte (M/mm3) 44120 £20.57 502.30 % 17.75 0.0660
Hemoglobin (g/dL) 130.80 £2.55 146.80 = 2.86 0.0043*%*
Hematocrit (%) 39,7+7.19 43,780 £ 8.74 0.0083**
Leukocyte (mm>) 6580 + 997.70 5525 + 604.70 0.4265
Lymphocyte (mm3) 2063 +90.44 1572 £167.20 0.0287*
Neutrophil (mm?) 4015 £ 864.60 3542 +400.20 0.6630
Basophil (mm°) 242 0+0 0.4071
Eosinophil (mm3) 50.20 £ 31.13 25+15.24 0.5258
Monocyte (mm3) 451.20 £ 74.73 386.80 +42.33 0.5086

Data are expressed as mean * sd

Among the evaluated parameters of the red blood cells, 60% of individuals from the
HD1 group, with reduced functional mobility, had erythrocyte, hemoglobin and hematocrit
count levels below the reference in relation to sex and age. Figure 1 shows a biological

tendency of reduction in erythrocyte count in the HD1 group with p = 0.0660.
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Figure 1: Evaluation of patients with Huntington's disease. Erythrocyte (A), hemoglobin (B),
hematocrit (C) in HD patients with impaired functional mobility. ** p < 0.01 T test.

For the evaluation of the serum oxidative profile of volunteers, initially, there was the
determination of the total antioxidant capacity by ferric reduction (FRAP). Figure 2A shows

that there was no difference in serum total antioxidant capacity between the groups evaluated.

In the evaluation of the antioxidant enzymes activity, the serum activity of the enzymes
superoxide dismutase and glutathione-S-transferase (Figure 2B and C) showed no difference
between the two groups evaluated. The catalase enzyme activity, in turn, was significantly

lower in the group with HD1 patients in comparison to HD2 group. (Figure 2D).
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Figure 2: Assessment of the oxidative profile. (A) total antioxidant capacity by ferric
reduction (FRAP), and activity of antioxidant enzymes SOD (B), GST (C) and CAT (D).*
p<0.05 T test.

In relation to markers of tissue damage resulting from oxidative stress there was the
quantification of lipid peroxidation and protein carbonyl. The MDA marker resulting from lipid
peroxidation showed no significant alteration in the HD1 group in comparison to the HD2

group (Figure 3A), as well as, the quantification of the carbonyl protein (Figure 3B).
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Figure 3: Quantification of damage markers related to oxidative stress.
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Subsequently, the statistical correlation between the activity of the catalase antioxidant
enzyme and hematological variables was evaluated. There was a positive correlation between
the catalase activity and the quantification of hemoglobin (Figure 4A) and the percentage of
hematocrit (Figure 4B) only for the individuals from the HDI group with decreased of
functional mobility, relationship that was not established for individuals from the HD2 group

with preserved functional mobility.
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Figure 4: Correlation analysis. Pearson test between the variable catalase (CAT) activity

and hematological parameters; hemoglobin (A) and hematocrit (B).

4. DISCUSSION

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disease caused
by the expansion of the CAG sequence in the huntingtin gene. The Huntington patient develops
several symptoms such as, highlighting cognitive changes, psychiatric disorders (i.e.
depression, irritability and apathy) in addition to abnormalities such as altered gait, the facial
expression with chorea movements is the most visible and memorable change (MacDonald et
al., 1993; Saudou and Humbert, 2016). Other motor impairments appear in an advanced phase
of the disease, with the bradykinesia and rigidity of movements. For better diagnosis of the
disease, there is need for the genetic laboratory analysis, in addition to the clinical diagnosis

(Cheong et al., 2019).
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Agostinho and colleagues, identified in Ervalia/Minas Gerais/Brazil four large families
apparently affected by Huntington's disease (Agostinho et al., 2015). Among the 32 individuals
tested, 20 confirmed the presence of the HD mutant gene. In this study, the HD prevalence
determined to Ervalia was of 7.2/10,000. This prevalence is approximately 10 times greater
than the estimated prevalence in the Caucasian population of Europe and North America,

with, respectively, 0.5 and 0.7/10,000 inhabitants (Agostinho et al., 2015).

The present study recruited nine HD carriers from the city of Ervalia/MG, belonging to
families identified in the study of Agostinho (Agostinho et al., 2015). These individuals were
classified according to the instrument for the assessment of functional total mobility, in unified
scale for assessment of Huntington's disease, to relate this variable with its oxidative profile.
Our data demonstrated that patients with HD in advanced stage and functionally incapacitating
present significant changes in blood cell profile, with emphasis on reduced red blood cells and

increased lymphocytes in relation to the group with preserved functional mobility.

The reduced levels of red blood cells indicate that HD1 patients are anemic and the
deregulation of iron are associated with increased oxidative stress in the brain; the free iron
catalyzes the conversion of hydrogen peroxide into highly reactive hydroxyl radicals (Muller
and Leavitt, 2014). Another factor that may be related to the anemic condition presented by
patients with lower mobility is the difficulty in chewing and swallowing, which interferes with
the nutritional ability, a fact already described even in moderate stages of patients with
Huntington’s disease (Montagut et al., 2014). In addition to changes in levels of red blood cells,
the blood profile showed an increase in lymphocytes. This increase is associated to prolonged

inflammation profile triggered by the disease (Crotti and Glass, 2015; Weiss, 2009)

Oxidative stress is characterized as an imbalance between the production of reactive
species and the antioxidant system in aerobic organisms (Tunez et al., 2011). For evaluation of
the oxidative profile, initially, there was the determination of the serum total antioxidant
capacity (FRAP) whose levels were equal between both groups evaluated, similarly to what has
been described for patients with other neurodegenerative conditions such as Alzheimer's
Disease (Pulido et al., 2005). The low mobility was not able to change the activity of the other

antioxidant enzymes, SOD and GST.

The catalase activity was significantly lower in the most affected group in comparison
to the group whose functional mobility is preserved. Patients in early stage of the disease have

higher quality of life, nutritional status and can control oxidative imbalance. Catalase is an
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important enzyme involved in the neutralization of free radicals (Nandi et al., 2019). Its activity
modulates the influx of calcium through ion channels, induced by oxidative stress, in neural
cells. Several studies have demonstrate altered catalase in degenerative alterations in the central
nervous system (Naziroglu et al., 2012). HD patients with low mobility showed increase in
CAT activity indicating a pro oxidative status. The mobility was negative correlated with the
functional assessment, the independence scale and the functional capacity (Tumas et al., 2004),

corroborating with the oxidative changes.

There was greater consumption of catalase in the group of individuals more affected by
HD and presenting a picture of altered hemoglobin and hematocrit, which suggests anemia.
These same individuals also presented a higher number of lymphocytes in relation to the group

less affected, which suggests an activation of the inflammatory response.

The membranes present in the cells and cell organelles are composed of poly-
unsaturated fatty acids, the component most attacked by ROS, scenario that can induce lipid
peroxidation and generation of various molecules typically electrolyte, such as the MDA. This
process can cause a modulation of metabolic pathways, which results in destruction and
collapse of cell metabolism (Lima and Abdalla, 2001). The increased of MDA levels in HD
patients in comparison to sex- and age-paired without neurological changes, as well as
increased MDA correlated with the severity of the HD (Chen et al., 2007). In relation to
markers of tissue damage resulting from oxidative stress, we determined the lipid peroxidation
through quantification of MDA and carbonylation of serum proteins. There was no significant
change in the quantification of serum MDA and the carbonylation of proteins between the two
groups with Huntington's disease evaluated. This differs from the findings of Tunez and
colleagues (Tunez et al., 2011) that demonstrated the correlation of increased carbonylation of
proteins with the HD stage. The increase in CAT activity and maintenance of SOD and GST

activity, even in patients with low mobility, may have to contribute to cell protection.

Our data demonstrate a positive correlation between the decay of the positivity of
catalase, and smaller hematological indices for individuals in the group of patients who present
more severe functional changes related to HD. Evincing that this group with hematological
changes have a greater impact on the oxidative profile. Several therapeutic strategies have been
proposed for the treatment of HD, in which the mitochondrial dysfunction and oxidative
damage play an important pathogenic role, such as Coenzyme Q10 and creatine, exactly aiming

to reduce the formation of ROS (Stack et al., 2008). Although the body has effective
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antioxidant defenses to neutralize free radicals, which include the enzymes superoxide
dismutase, catalase and glutathione, some physiological situations promote oxidative stress, in
which the supplementation with exogenous antioxidants presents relevant importance to

maintain the balance between pro and anti-oxidants (Halliwell and Gutteridge, 2015).

S. CONCLUSION
Within this approach, our findings demonstrate that markers related to the oxidative
profile together with other hematological markers can assist in the stratification of the disease

and in the establishment of early interventions.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

- Os pacientes com DH que apresentam uma capacidade funcional reduzida,
apresentaram contagem de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito mais baixo em relagdo ao
grupo menos acometido funcionalmente.

- Os dois grupos com DH avaliados, ndao apresentaram diferencgas estatisticas de FRAP,
ou seja, ndo houve diferenca na capacidade antioxidante total sérica entre os grupos avaliados.

- Os pacientes com DH avancada e funcionalmente comprometidos, demonstraram
reducdes significativas nos niveis de CAT em amostras de sangue.

- O marcador MDA resultante da peroxidacdo lipidica ndo apresentou significativa
alteracdo no grupo DHI em comparacdo com o grupo DH2, assim como observado para a
quantificagdo da proteina carbonilada

- Houve uma correlagdo positiva entre a atividade da CAT e a quantificacdo de
hemoglobina e porcentagem de hematdcrito apenas para os individuos do grupo DHI com
menor capacidade funcional, essa relacdo nao se estabeleceu para os individuos do grpo DH2
com capacidade funcional ainda preservada.

- O presente estudo, servird de base para que futuros estudos, sobre 0 mesmo tema ou
algo semelhante, consigam encontar significativos progressos em busca da cura da doenca de
Huntington ou tratamentos que tenham a finalidade de atenuar os impactos danosos da doencga.

Foi realizado a constru¢do de um fowder explicativo com a finalidade de informar os
familiares e portadores de DH da cidade de Ervalia/MG, a respeito das caracteristicas mais
comuns da doenca, bem como o que € e qual a sua relacdo com o estresse oxidativo. Além de

orientagdes alimentares em relacdo a capacidade antioxidante.
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Introduction

The Huntington's disease (HD) is a hereditary neurological, progressive
and disabling disease, drawing attention due to its specific and
impactful symptoms, such as the chorea movements. The oxidative
stress presents itself as an integral agent in the pathophysiology of HD
and may result in damage to cell membranes, thus compromising their
integrity and viability.

Objective

To evaluate the profile of HD patients at different stages of functional
mobility and determine its relationship with hematological markers.

Material and Methods

The survey counted with the participation of nine volunteers with HD
residing in the city of Ervélia/Minas Gerais. The volunteers were
stratified according to the total functional mobility, using the scale
UHDRS- Unified Huntington’s Disease Rating Scale. Two groups were
established: the first with patients at a more advanced stage and
reduced functional mobility and the second with patients in less
advanced stage and functional mobility still active. Hematological
analyses were performed to define the red and white blood cell counts.
From the serum, spectrophotometric assessments were performed to
evaluate the total antioxidant capacity (TAC), determination of the
activity of the enzymes Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD)
and Glutathione-S-transferase (GST) and quantification of damage
markers protein carbonyl and product of lipid peroxidation (MDA).

Results

There were significant hematologic changes that showed that the most
functionally affected group showed significantly lower levels of
hemoglobin and hematocrit.

Although there was no alteration in the quantification of serum total
antioxidant capacity and the activity of the antioxidant enzymes SOD
and GST, between the two groups assessed, the CAT enzyme activity
was significantly reduced in the HD group
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Opposed Reviewers:

at more advanced
incapacitating stage.
Conclusion

These findings demonstrate the relationship between oxidative
stress and the HD clinical evolution, with emphasis on the depletion
of antioxidant enzyme catalase and its relation with hematological
markers. Pointing out this relationship as an important factor in the
establishment of preventive behaviors to improve the quality of life
of patients.

Christopher A Ross

Johns Hopkins University School of
Medicine ca.ross@jhu.edu

Work with Huntington's Disease

Usha Rajamma
National Institutes of
Health
ushar@iucbr.ac.in

Kara J Wyant
University of
Michigan Medical
School
wyantk@med.umich.
edu
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8.2 ANEXO B - Teste de capacidade funcional para DH

ESCALA DE CAPACIDADE FUNCIONAL TOTAL (UHDRS)

Nome:
Sexo: () Masculino ( )Feminino
Data de nascimento: / / Idade: anos

Estudos/ Profissao:

Observagoes:

] 1- ATIVIDADE DA VIDA DIARIA

|:| 0 = Necessidade de ajuda para tudo
[ ] 1 =Capaz apenas das atividades mais simples

|:| 2 = Leve comprometimento
|:| 3 = Normal

| 2- CUIDADOS EXIGIDOS

|:| 0 = Necessita o tempo todo de cuidados especializados de enfermagem
|:| 1 = Necessidade continuamente de cuidados

|:| 2 = Cuidado em casa

| 3-OCUPACAO

[ ] 0=Incapaz de trabalhar
[ ] 1=_Capaz apenas das servios auxiliares

[ ] 2= Capacidade reduzida no seu trabalho habitual

I:l 3 = Normal
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[ 4- FINANGAS

[ ] 0=lIncapaz

|:| 1 = Muita ajuda

|:| 2 = Pouca ajuda

|:| 3 = Normal

| 5- TAREFAS DOMESTICAS

[ ] 0=lIncapaz

[ ] 1= Comprometido

|:| 2 = Normal

| PONTUACAO TOTAL- (0-13 pontos)

TFC- PONTUACAO TOTAL ESTAGIOS
11-13 I
7-10 I
3-6 1]
1-2 v
0 \Y

Shoulson and Fahn Staging Scale

Escala traduzida e enviada por Prof. Dr. Vitor Tumas Setor
de Disturbios do Movimento e Neurologia Comportamental Departamento de

Neurociéncias e Ciéncias do Comportamento Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto —

USP
Ribeirdo Preto — SP 1 de novembro de 2018.



8.3 ANEXO C - Aprovacao do projeto pelo CEP - UFV

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo do perfil oxidativo em pacientes com doenca de Huntington em
diferentes estagios, na cidade de Ervélia-MG

Pesquisador: Rodrigo de Barros Freitas

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 04623218.3.0000.5153

Instituicao Proponente: Departamento de Medicina e Enfermagem
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.265.178

Apresentacao do Projeto:

O presente protocolo foi enquadrado como pertencente a area Grande Area 4. Ciéncias da Salde. Segundo
Formulario Online “Trata-se de um estudo transversal e experimental, o que se justifica pelo fato de
compararmos, através da analise sanguinea, o estresse oxidativo de pacientes com doenca de Huntington,
em diferentes estagios de progresséo da doenga, na cidade de Ervalia MG. Na cidade de Ervalia MG, alguns
casos de doenca de Huntington ja foram diagnosticados. Para essa pesquisa, todas as pessoas ja
diagnosticadas serdo abordadas e convidadas a participar da pesquisa e a partir dai, serédo pesquisados todos
os pacientes que aceitarem participar do estudo. Para a elaboragao do estudo sera analisada a histéria da
doenga, os aspectos clinicos, fisiopatolégicos, um estudo epidemioldgico, na cidade de Ervalia MG. Sera
inicialmente selecionado para a pesquisa, um grupo aproximado de dez pacientes que ja foram
diagnosticados com a doenga de Huntington na cidade de Ervalia. Em seguida os pacientes serao
analisados, através da aplicagdo da avaliagdo de capacidade funcional total (TFC) da UHDRS - Unified
Huntingtons Disease Rating Scale (Escala unificada para avaliagao da doenga de Huntington, trata-se de uma
escala de avaliagdo confiavel e eficiente e assim separar as pessoas em grupos onde os sintomas da doenca
sejam iniciais e nos casos onde a doenca esta mais avangada. A aplicagdo da avaliagao sera feita em um
ambiente reservado, garantindo a privacidade do paciente. Serao colhidas amostras de sangue dos pacientes
(10 ml), para posterior andlise em laboratério, essas amostras serdo comparadas para vermos o perfil da
andlise do estresse oxidativo dos pacientes e
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qual as caracteristicas em diferentes estagios da doenga. As amostras de sangue serdo levadas a um
processo de centrifugagdo para retirada do soro. Em seguida serdo utilizados biomarcadores de danos
oxidantes. A determinagdo da atividade catalitica da SOD sera determinada pelo método do pirogalol
baseado na capacidade da enzima de catalisar a reagdo do superéxido (O-2) e per6xido de hidrogénio
(MARKLUND S; MARKLUND G, 1974). Para determinar a atividade enzimética da Gluatationa S-transferase
presente nos soros dos pacientes serdo realizadas a quantificacdo do produto formado a partir da
complexagéo de glutationa reduzida (GSH) com 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (HAGIB; PABST;
JAKOBY, 1974), e seré calculada pela taxa de oxidagdo de NADPH. De acordo com o método Griess, 0
oOxido nitrico sera indiretamente mensurado estimando a concentragdo de nitrito no soro dos pacientes.Para
quantificar os produtos provenientes da peroxidagao lipidica (peréxidos lipidicos, malondialdeidos e demais
aldeidos de baixo peso molecular), o soro dos pacientes serdo submetidos a reagcdo com o acido
tiobarbitdrico (TBARS).Seguindo a metodologia de Levine, avaliaremos a oxidagdo de proteinas por
carbonilagao e, consequentemente, o dano oxidativo as proteinas, a concentragdo de proteinas
carboniladas no soro. A andlise descritiva das variaveis sera apresentada em frequéncia, nimeros absolutos
e medidas de tendéncia central e dispersdo apds o teste de KolmogorovSmirnovpara testar a normalidade de
distribuigdo de variaveis. A avaliagao da capacidade preditiva dos indices de estresse oxidativo em relagao
a enxaqueca sera realizada por analise de curva ROC,determinando o valor preditivo positivo e negativo.
As associagOes entre os marcadores avaliados e estratificagao clinica dos pacientes, sera determinada
através do coeficiente de correlagdo linear de Pearson, utilizando o software Stata 13.1”.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo formulario online: Objetivo primario: “Categorizar os pacientes portadores da doenga de Huntington
da cidade de Ervalia quanto ao grau de progressao da doencga e associar a progressao com o perfil de
estresse oxidativo”. Objetivos secundarios: “Acessar pacientes portadores da doenga de Huntington para
convite e solicitagdes éticas como esclarecimento da pesquisa e aplicagdo do termo de consentimento livre e
esclarecido - TCLE. (APENDICE 1) e se necessario, o termo de assentimento livre e esclarecido — TALE.
(APENDICE 2); Aplicar a escala de avaliagao da capacidade funcional total (TFC), da — UHDRS -Unified
Huntingtons Disease Rating Scale (Escala unificada para avaliagdo da doenga de Huntigton), (ANEXO 1) para
categorizagdo dos diferentes estagios da doenga; Obter o soro dos pacientes para andlise da atividade das
enzimas antioxidantes e dos marcadores oxidativos; nalisar a estatistica dos dados obtidos no
guestionario/escala com os resultados laboratoriais para estabelecimento de correlagdes”.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo formulario online: Riscos: “ os riscos que existem para a realizagdo da pesquisa sdo o
constrangimento dos portadores da doenca ao serem avaliados pelo pesquisador ao aplicar a escala de
avaliagdo da capacidade funcional total (TFC) da (UHDRS). A coleta da amostra de 10 ml de sangue, pode
gerar dor ou hematoma no local da pungao, para minimizar qualquer possibilidade de intercorréncia, o
procedimento sera realizado por um profissional treinado e com todos os cuidados de higiene e assepsia, em
caso de resisténcia ou desconforto do pesquisado, o procedimento serd interrompido imediatamente”.
Beneficios: segundo o pesquisador dentre os beneficios se encontram que a “pesquisa contribuira para a
possibilidade de encontrar caminhos que norteiem a chance de trabalhos cientificos mais avangados, ao
menos conseguirem retardar a progressao dessa doenga, que nao possui cura, e que em estado mais
avangado torna-se tao agressiva”. Com relagéo os beneficios, estes ndo atendem as exigéncias contidas na
Resolugao CEP 466/12.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Nesta pesquisa que se enquadra como pertencente & area Grande Area 4. Ciéncias da Satde propde-se um
estudo que tem como objetivo categorizar os pacientes portadores da doenga de Huntington da cidade de
Ervalia quanto ao grau de progressao da doenga e associar a progressao com o perfil de estresse oxidativo.
Trata-se de um estudo transversal e experimental, o que se justifica pelo fato de compararmos, através da
analise sanguinea, o estresse oxidativo de pacientes com doenga de Huntington, em diferentes estagios de
progressao da doenga, na cidade de Ervélia MG. Na cidade de Ervalia MG, alguns casos de doenca de
Huntington ja foram diagnosticados. Para essa pesquisa, todas as pessoas ja diagnosticadas serédo
abordadas e convidadas a participar da pesquisa e a partir dai, serdo pesquisados todos os pacientes que
aceitarem participar do estudo.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacado obrigatoria:

O pesquisador apresenta os seguintes termos: - Folha de rosto devidamente assinada e carimbada pela chefia
do Departamento de Medicina e Enfermagem da UFV - Projeto de pesquisa - Formulario online - Termo de
Assentimento - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Questionario — Orgamento da pesquisa —
Cronograma. Autorizagdo da Secretaria Municipal de Saude de Ervélia.

Recomendacoées:
Quando da coleta de dados, o TCLE deve ser elaborado em duas vias, rubricado em todas as suas paginas
e assinado, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa ou responsavel legal,



bem como pelo pesquisador responsavel, ou pessoa(s) por ele delegada(s), devendo todas as assinaturas
constar na mesma folha.

N&o é necessario apresentar os TCLEs assinados ao CEP/UFV. Uma via deve ser mantida em arquivo pelo
pesquisador e a outra é do participante da pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Ao término da pesquisa é necessario apresentar, via notificacéo, o Relatério Final (modelo disponivel no site
www.cep.ufv.br). Apds ser emitido o Parecer Consubstanciado de aprovagao do Relatério Final, deve ser
encaminhado, via notificagdo, o Comunicado de Término dos Estudos para encerramento de todo o protocolo
na Plataforma Brasil.

Projeto aprovado autorizando o inicio da coleta de dados com os seres humanos a partir da data de emissao
deste parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/03/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1254306.pdf 16:41:32
Outros cartarestpostaleonardo.pdf 20/03/2019 | Rodrigo de Barros Aceito
16:41:14 | Freitas

Brochura Pesquisa | projetoatualizadoleonardo.pdf 20/03/2019 | Rodrigo de Barros Aceito
16:40:47 | Freitas

Cronograma cronogramaleonardo.pdf 20/03/2019 | Rodrigo de Barros Aceito
16:39:49 | Freitas

Projeto Detalhado / | projetocompleto.pdf 11/12/2018 | Rodrigo de Barros Aceito

Brochura 15:10:26 | Freitas

Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 11/12/2018 | Rodrigo de Barros Aceito
15:09:21 | Freitas

Outros questionario.pdf 11/12/2018 | Rodrigo de Barros Aceito
15:08:28 | Freitas

Declaragado de declaracaoufvdem.pdf 09/11/2018 | Rodrigo de Barros Aceito

Instituicéo e 10:49:08 | Freitas

Infraestrutura

Declaragao de declaracaodeinfraestrutura.pdf 08/11/2018 | Rodrigo de Barros Aceito

Instituicéo e 13:48:06 |Freitas

Infraestrutura




55

TCLE / Termos de |tale.pdf 08/11/2018 | Rodrigo de Barros Aceito

Assentimento / 13:47:39 | Freitas

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | tcle.pdf 08/11/2018 | Rodrigo de Barros Aceito

Assentimento / 13:47:30 | Freitas

Justificativa de

Auséncia

Orgamento orcamento.pdf 08/11/2018 | Rodrigo de Barros Aceito
13:47:18 | Freitas

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

VICOSA, 15 de Abril de 2019

Assinado por:

Maria da Conceicdo Aparecida Pereira Zolnier

(Coordenador(a))
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8.4 ANEXO D - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

(Este documento € para participantes de 12 a 17 anos ou participantes legalmente

incapazes).

O Sr. (a) estd sendo convidado como voluntério (a) a participar da pesquisa Avaliacao
do perfil oxidativo em pacientes com doenca de Huntington em diferentes estagios, na
cidade de Ervalia-MG.

Nesta pesquisa pretendemos, ter acesso aos pacientes com doenca de Huntington na
cidade de Ervélia, em seguida aplicar uma escala para avaliar os diferentes estdgios da
doenca, depois colher uma amostra de 10 ml de sangue para posterior anélise laboratorial e
comparar a evolucdo da doenga com os resultados do sangue coletado. O motivo do estudo e
da pesquisa sdo os sintomas provocados pela doenca de Huntington que sdo muito marcantes
e despertam a necessidade do estudo, por isso o interesse inicial na pesquisa. Existem estudos
de doencas neuroldgicas associadas ao estresse oxidativo dos pacientes. Esta pesquisa tem
como objetivo buscar a possibilidade de encontrar caminhos que norteiem a chance de
trabalhos cientificos mais avangados, a0 menos conseguirem retardar a progressdao dessa

doenga que em estado mais avancado, torna-se tao agressiva.

Para esta pesquisa serdo adotados os seguintes procedimentos: Os pacientes serao
analisados, através da aplicacdo da avaliacdo da capacidade funcional total (TFC), da
UHDRS - Unified Huntingtons Disease Rating Scale (Escala unificada para avaliacdo da
doenca de Huntigton), e assim separar as pessoas em grupos onde os sintomas da doenca

sejam iniciais, médios e nos casos onde a doenca estd mais grave (avangada).

Serdo colhidas amostras de sangue (10 ml) de pacientes para posterior analise em
laboratdrio, essas amostras serdo comparadas para vermos o perfil da andlise do estresse
oxidativo dos pacientes e qual as caracteristicas em diferentes estigios da doenga. A
avaliacdo a ser aplicada, serd de forma rdpida, 30 minutos aproximadamente, e sem causar
qualquer transtorno ao paciente. Os riscos que existem para a realizacdo da pesquisa sdo o
constrangimento dos portadores da doenca ao serem avaliados pelo pesquisador ao aplicar a
escala de evolugcao da capacidade funcional total (TFC), da (UHDRS) e ao colher a
amostra de sangue, os riscos sdo os mesmos de uma coleta de sangue usual utilizado em
laboratdrios de andlises clinicas, como dor ou hematoma no local da pun¢do, para minimizar

qualquer possibilidade de intercorréncia, o procedimento serd realizado por um profissional
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treinado e com todos os cuidados de higiene e assepsia, em caso de resisténcia ou desconforto
do pesquisado, o procedimento serd interrompido imediatamente. O estudo pretende
contribuir para o conhecimento dos parametros oxidativos e assim servir como base para o
desenvolvimento de a¢des de conscientizacdo do paciente e seus familiares quanto a formas

de reducgdo do proprio estresse e consequente melhoria da qualidade de vida dos portadores.

Para participar deste estudo, seu responsavel legal deverd autorizar e assinar um termo
de consentimento. Voc€ ndo terd nenhum custo e, nem receberd qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e comprovados, decorrentes
da pesquisa, vocé tem assegurado o direito a ressarcimento. Vocé tem garantida plena
liberdade de recusar-se a participar ou seu responsdvel legal de retirar o consentimento ou
interromper sua participacdo, em qualquer fase da pesquisa, sem necessidade de comunicado
prévio. A sua participacdo € voluntdria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer
penalidade ou modificacdo na forma em que vocé € atendido (a) pelo pesquisador. Os
resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada. Vocé nao sera identificado
(a) em nenhuma publicagdo que possa resultar. Seu nome ou o material que indique sua

participacao nao serdo liberados sem a permissao de seu responsavel legal.

Este termo de assentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma serd arquivada pelo pesquisador responsdvel, no Departamento de Enfermagem e
Medicina (DEM) da UFV e a outra sera fornecida a vocé. Os dados e instrumentos utilizados
na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco)
anos apos o término da pesquisa, € depois desse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a
legislacdo brasileira, em especial, a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Sauide, e

utilizardo as informacdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, ,

contato , fui informado(a) dos

objetivos da pesquisa Avaliacdo do perfil oxidativo em pacientes com doenca de
Huntington em diferentes estagios, na cidade de Ervalia-MG de maneira clara e detalhada
e esclareci minhas ddvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes
e o meu responsdvel legal poderd modificar sua decisdo sobre minha participa¢do se assim o

desejar. J4 assinado o termo de consentimento por meu responsdvel legal, declaro que
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concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via deste termo de assentimento e me foi

dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Nome do Pesquisador Responsavel: Rodrigo de Barros Freitas Endereco: Av. PH
Holfs, s/no - Departamento de Medicina e Enfermagem (DEM) — Universidade Federal
de Vicosa — Vicosa (MG)

Telefone: :(31) 3899-3991

Email: rodrigodebarrosfreitas @ yahoo.com.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé
podera consultar:
CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos Universidade Federal de Vicosa
Edificio Arthur Bernardes, piso inferior
Av. PH Rolfs, s/n — Campus Universitario
Cep: 36570-900 Vigosa/MG
Telefone: (31) 3899-2492

Email: cep@ufv.br www.cep.ufv.br

Vigosa,_de de 20

Assinatura do responsavel

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador
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8.5 ANEXO E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Sr (a) estd sendo convidado (a) como voluntdrio (a) a participar da pesquisa:
Avaliacdo do perfil oxidativo em pacientes com doenca de Huntington em diferentes
estagios, na cidade de Ervalia-MG. Nesta pesquisa pretendemos, ter acesso aos pacientes
com doenca de Huntington na cidade de Ervalia, em seguida aplicar uma escala para avaliar
os diferentes estagios da doenca, depois colher o sangue ( 10 ml), para posterior andlise
laboratorial e comparar a evolu¢do da doengca com os resultados do sangue coletado. O
motivo do estudo e da pesquisa sdo os sintomas provocados pela doenca de Huntington que
sd0 muito marcantes e despertam a necessidade do estudo, por isso o interesse inicial na
pesquisa. Existem estudos de doencas neuroldgicas associadas ao estresse oxidativo dos
pacientes. Esta pesquisa tem como objetivo buscar a possibilidade de encontrar caminhos que
norteiem a chance de trabalhos cientificos mais avancados, para que consigam retardar a

progressdo dessa doenga que em estado mais avangado, torna-se tao agressiva.

Para esta pesquisa serd adotado os seguintes procedimentos: 0s pacientes serao
analisados, através da aplicacdo da avaliacdo da capacidade funcional total (TFC) da UHDRS
- Unified Huntingtons Disease Rating Scale (Escala unificada para avaliacdo da doenga de
Huntington), e assim separar as pessoas em grupos onde os estdgios da doenca sejam iniciais,
médios e outro onde os sintomas da doenga sejam mais graves (avangados). Serdo colhidas
amostras de 10 ml de sangue dos pacientes, por profissional treinado e em local adequado,
para posterior analise em laboratdrio, essas amostras serdo comparadas para vermos o perfil
da andlise do estresse oxidativo dos pacientes e qual as caracteristicas em diferentes estdgios

da doenca.

A avaligdo a ser aplicada, serd de forma rdpida, aproximadamente 30 minutos € sem
causar qualquer transtorno ao paciente. Os riscos que existem para a realizacdo da pesquisa
sdo o constrangimento dos portadores da doenca ao serem avaliados pelo pesquisador ao
aplicar a escala de avaliacdo da capacidade funcional total (TFC), da (UHDRS) e ao colher a
amostra de sangue, os riscos s@o os mesmos de uma coleta de sangue usual utilizado em
laboratdrios de anélises clinicas, como desconforto e hematomas no local da puncdo, para
minimizar qualquer possibilidade de intercorréncia, o procedimento serd realizado por um
profissional treinado e com todos os cuidados de higiene e assepsia, em caso de resisténcia

ou desconforto do pesquisado, o procedimento serd interrompido imediatamente. O estudo
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pretende contribuir para o conhecimento dos parametros oxidativos e assim servir como base
para o desenvolvimento de acdes de conscientizacdo do paciente e seus familiares quanto a
formas de redug¢do do proprio estresse e consequente melhoria da qualidade de vida dos

portadores.

Para participar deste estudo o Sr (a) ndo terd nenhum custo, nem receberd qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e comprovados,
decorrentes da pesquisa, o Sr. (a) tem assegurado o direito a ressarcimento. O Sr (a) tem
garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem necessidade de comunicado prévio. A sua participacdo € voluntiria e a
recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o
Sr (a) € atendido(a) pelo pesquisador. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo
quando finalizada. O(A) Sr.(a) ndo serd identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa
resultar. Seu nome ou o material que indique sua participa¢ao ndo serdo liberados sem a sua

permissao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma serd arquivada pelo pesquisador responsdvel, no Departamento de Enfermagem e
Medicina (DEM) da UFV e a outra serd fornecida ao Sr.(a). Os dados e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de

5 (cinco) anos apds o término da pesquisa, e depois desse tempo serdo destruidos.

Os pesquisadores terdo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e
confidencialidade, atendendo a legislacdo brasileira, em especial, a Resolugdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude, e utilizardo as informacdes somente para fins académicos e

cientificos.

Eu, ,

contato , fui

informado(a) dos objetivos da pesquisa Avaliacao do perfil oxidativo em pacientes com
doenca de Huntington em diferentes estagios, na cidade de Ervalia-MG, de maneira clara
e detalhada, e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar. Declaro que
concordo em participar. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e

esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer minhas dividas.
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Nome do Pesquisador Responsavel: Rodrigo de Barros Freitas Endereco: Av. PH Holfs, s/no
- Departamento de Medicina e Enfermagem (DEM) — Universidade Federal de Vigosa — Vigosa
MG)

Telefone:(31) 3899-3991

Email: rodrigodebarrosfreitas @ yahoo.com.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé

podera consultar:

CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Universidade Federal de Vicosa

Edificio Arthur Bernardes, piso inferior
Av. PH Rolfs, s/n — Campus Universitario Cep:
36570-900 Vicosa/MG

Telefone: (31) 3899-2492

Email: cep@ufv.br www.cep.ufv.br

Vigosa,_de de 20

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador



