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“The more 1 see, the more I know. The more I know, the less I understand”

Paul Weller



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 10

Agradecimentos

Inicialmente eu gostaria de agradecer a Mayana por todos esses anos
de convivio. Nao teria palavras para expressar a minha imensa gratidao e
admiragao por tudo o que foi feito e dito nesses anos, desde a iniciagao
cientifica até o término do doutorado. Com ela eu aprendi qual € o valor de
um trabalho bem feito, a importadncia de colaboragbes, o respeito pelo
proximo e acima de tudo eu agradego a confianca que foi depositado em mim
e no meu trabalho desde o inicio.

Agradeco a Dra. Maria Rita Passos-Bueno por todos os momentos de
duvidas e expresso minha mais profunda admiragédo pela sua pessoa e pelo
seu trabalho.

A Dra. Célia Koiffmann, Dra. Cris Miyaki, Dra. Lygia Pereira da Veiga,
Dra. Lyria Mori, Dr. Sérgio Matioli e Dra. Mariz Vainzof.

Aos professores do IB e de outros institutos.

Ao querido Professor Paulo Otto, pelas analises estatisticas.

Aos neurologistas e psiquiatras que me ensinaram muito e com quem
convivi buscando colaboracdes e desenvolvimento de projetos, Marcia Nery,
Dr. Ricardo Nitrini, Dra. Valéria Bahia, Dr. Paulo Roberto Brito-Marques, Dr.
Paulo Bertolucci, Dr. Anténio Richieri-Costa, Dr. Acary Oliveira e um
agradecimento especial a Dra. Helga Cristina Silva e Dr. Fernando Kok.

A Dra. Rita Pavanello, Claudia, Sr. Valter, Miguel, Katia, Marta, Lilian,
Roberto.

Aos meus amigos do laboratério; os que sairam: Luciana, Andréa
Bernardino, Maria Cristina, Fabio, Fernanda, Alex, Tiago, Todd, Carlos,
Natale, Felipe. Os que ficaram: Claudia, Patricia, Alessandra, Natassia,
Cibele, Lucia, Oscar, Daniela, Fernanda, Andréia, Roberto, Flavia Errera,
Inés, Viviane(s), Lydia e Marta.

N&o poderia deixar de mencionar as grandes amigas que passaram
pelo laboratério: Flavia de Paula, Kikue, Sofia, Dulci. Agradego pela amizade,
convivio, festas, almogos, viagens e, claro, discussdes cientificas.

Especial agradecimento a Manuela pela amizade, viagens, conversas,
discussoes cientificas e ainda por revisar alguns capitulos desta tese.

Agradeco também ao Roberto, pela amizade e pela revisdo de outros
capitulos.

A Toninha, que me deu carona nos dias dificeis, pelo companheirismo,
amizade, pelo convivio diario e pelo seu bom coragdo. Aos churrascos,
festas e almogos agradaveis com a sua familia.

Especial agradecimento aos alunos que trabalharam diretamente
comigo: Camila, Sofia, Fabio e Monize pela santa paciéncia e pelo convivio.
Um agradecimento especial ao Miguel, que se dedicou tanto no
desenvolvimento desse projeto.

Ao Jodo que me ajudou desde o inicio. Agradego pelas vezes que
vocé e sua familia me abrigaram durante uma coleta em Recife e pela minha
visita a UCLA.

Aos nossos colaboradores: Dr. Duilio Cascio, Dr. George Jackson, Dr.
Hugo Bellen, Dr. Giusy Pennetta, Dr. Sima Lev, Dr. Timothy Levine, Dr.
Ammar Al-Chalabi e principalmente Dr. Paul Skehel e seu grupo.



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 11

Agradeco ainda Dr. Chris Shaw pelo cuidado, carinho e preocupagéo
durante os meus primeiros dias em Londres. Além da supervisao, discussdes
cientificas e novas idéias e projetos.

Ao pessoal do IOP, Brad, Steve, Paul, Nicoletta, Lucy, Caroline, Khok-
Fai, Lisa, Xhu, Isabella, Renata, Livia e Janaina. Agradecimento especial a
Naghmeh e Emi meus amigos de conversa, almogos e pic-nics no Ruskin
Park durante o verdo. A Els que se juntou a nés nos ultimos trés meses. A
Camila por sua atengao e carinho.

Agradecimento especial ao José que me incentivou a terminar essa
tese e sempre me apoiou com muito amor, carinho e paciéncia.

A Constancia pelo carinho e dedicacao.

A Helenice e Deise.

Aos meus pais pelo apoio, incentivo e compreensdo. Aos meus irmaos
pela companhia e convivio.

Aos pacientes com doencga de Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica
e principalmente os de diagnodstico indefinido, além de seus familiares que
depositaram confianga em mim e no nosso trabalho.

Aos estudantes e funcionarios da Universidade de S&o Paulo,
Universidade Federal de Sao Paulo, Universidade Federal de Pernambuco e
Faculdade de Medicina de Recife que nos auxiliaram na coleta de controles
saudaveis para o estudo em doenga de Alzheimer. Ao grupo de idosos do
CEPE-USP e em especial Dona Ruth e Dr. Hamilton.

Ao Departamento de Biologia do IB, secretaria de graduagao e Poés-
graduacdo e & Universidade de S&o Paulo. A Pré-Reitoria de Pds-
Graduagao, a FAPESP e ao CNPaq.

Aos colegas que esqueci de mencionar aqui.

A todos, muito obrigado.



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 12
indice

Capitulo 1. Introducao a Esclerose Lateral amiotréfica 01
1. Doencgas do Neurdnio Motor 02
1.1. Amiotrofia espinhal progressiva (AEP) 05
1.1.1. Bases genéticas da AEP tipo 1,2 e 3 06

1.1.2. AEP tipo 4 (forma adulta) 06

1.2. Esclerose lateral amiotréfica (ELA) 07
1.2.1. Os tipos de ELA 08
1.2.1.1. Classificagdo baseada nas areas do corpo 08

I. ELA de inicio bulbar 08

[I. ELA de inicio nos membros 09

1.2.1.2. Classificagdo baseada no modo de heranga 09

I. Casos familiais 09

Il. Casos isolados (esporadicos) 10

[ll. ELA Guam 10

1.2.2 Aspectos genéticos 11

I. Formas familiais 11

I.1. ELA1 12

I.2. ELA2 14

I.3. ELA3 15

I.4. ELA4 16

I.5. ELA5 18

1.6. ELAG 19

I.7. ELA7 20

1.8. ELA/DFT 20

Il. Formas esporadicas 21

I1.1. Neurofilamentos 21

I1.2. Periferina 22

I1.3. Fator neurotréfico ciliar 22

I1.4. Apolipoproteina E 24

I1.5. Fator de crescimento vascular endotelial 25

1.2.3 Hipoteses para a ELA 28



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos

|. Excitotoxicidade

Il. Hipotese oxidativa

I1l. Acumulo protéico e estrangulamento axonal

IV. Exposicao a reagentes toxicos
V. Exposi¢do a metais pesados
1.2.4 Tratamento
1.3. Objetivos
Capitulo 2. Pacientes e métodos
1. Pacientes e controles
2. Métodos
2.1. Extracao de DNA de sangue periférico
2.2. Analise de DNA
2.2.1. Amplificagdo do DNA por meio de PCR
I. Analise de microssatélites
[.1. PCR fluorescente
[.2. PCR com is6topo radioativo (Psz)
II. Triagem de mutagbes no gene VAP-B
2.3. Analise de LOD Score
2.4. Seqlenciamento
2.4.1. Purificacao
2.4.2. Reagao de Seqliéncia
2.5. Cultura de células CHO
2.5.1. Passagem
2.6. RNAI
2.6.1. Oligonucleotideos
2.6.2. Reagao de anelamento (annealing)
2.6.3. Transfeccao
2.6.4. Lisado celular
2.6.5. Western blot
I. Transferéncia para membrana de nitrocelulose
Il. Revelagao
2.7. Andlise de hapldtipos
2.8. Solucdes

13

28
29
30
31
32
34
35

37

37
48
48
50
50
51
51
52
52
52
54
54
54
55
56
56
56
56
57
59
59
60
61
62
62



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 14

Capitulo 3. Um novo loco para ELA familial do tipo tardia 67
Abstract/Resumo 68
Capitulo 4. Mutagao no gene VAP-B causa a ELA8 76
Abstract/Resumo 77
Capitulo 5. Efeito fundador na ELA8 88
Abstract/Resumo 89

Capitulo 6. Inativacao da VAP-B por meio do RNA de interferéncia 92

Abstract/Resumo 93
Introducao 94
Materiais e métodos 94
Resultados preliminares e discusséo 96
Capitulo 7. Introducao a Doenca de Alzheimer 99
7.1. Doenga de Alzheimer: Diferencas étnicas nos genes de risco 100
7.2. Formas familiais 100
7.3. Casos isolados e fatores de susceptibilidade para DA 103
7.4. Hipoteses para a DA 104
7.4.1. Hipbtese da proteina Tau 105
7.4.2. Hipotese amildide 105
7.4.3. Outras hipdteses 107
7.5. Vacina para a doencga de Alzheimer?
108
7.6. Objetivo
109
Capitulo 8. Auséncia de associacdo entre BDNF e DA 112
Abstract/Resumo 113
Capitulo 9. Polimorfismo na MAOA em pacientes com DA 119
Abstract/Resumo 120
Capitulo 10. Auséncia de associacao entre interleucinas e DA 126
Abstract/Resumo 127
Capitulo 11. Conclusdes e Discussdes 138
11.1 Esclerose lateral amiotroéfica tipo 8 139

11.2 Doenca de Alzheimer nao familiar 147



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos

Capitulo 12. Referéncias

Referéncias bibliograficas

Referéncias eletronicas

Capitulo 13. Anexos

15

153

153
171

172



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 16
indice de figuras

Figura. 1: Representacado dos neurbnios motores 03
Figura. 2: Hipoteses aceitas para a patogénese da ELA 33
Figura. 3: Atuacédo do glutamato e de seu transportador 33
Figura. 4: Heredogramas das familias com mutagéo no gene VAP-B 38
Figura. 5: Distribuigdo dos pacientes de ELA8 no Brasil 47
Figura. 6: Sequéncia de oligonucleotideos para o RNAI 58
Figura. 7: Sequéncia de cDNA da VAP-B 59
Figura. 8: Heredograma da familia 3 (fig.1 do Capitulo3) 71
Figura. 9: LOD score multipontos (fig. 2 do Capitulo 3) 73
Figura. 10:  Analise de mutacido na VAP-B (fig. 1 do Capitulo 4) 79
Figura. 11: Analises do gene VAP-B (fig. 2 do Capitulo 4) 82
Figura. 12: A VAP-B em células em cultura (fig. 3 do Capitulo 4) 85
Figura. 13: Esquema da agado do RNA de interferéncia 97
Figura. 14: Eletroforese de proteinas (western blot) em gel 10% 98
Figura. 15: Neuropatologia da Doenca de Alzheimer 102
Figura. 16: Esquema da proteina precursora beta-amiléide (APP) 102
Figura. 17: Proteina tau e Doencga de Alzheimer 106
Figura. 18: Expressao da VAP-B em neurénios (Capitulo 13) 173
Figura. 19: Biépsia muscular de pacientes com ELA8 (Capitulo 13) 174

Figura.

20: Fotos de paciente com mutacéo no gene VAP-B (Capitulo 13) 175




Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 17
indice de tabelas
Tabela. 1:  Sinais clinicos em pacientes com DNM 04
Tabela. 2:  Nove locos para a ELA familial 12
Tabela. 3:  Marcadores utilizados para restringir a regido 65
Tabela. 4:  Sequéncia de oligonucleotideos do gene VAP-B 66
Tabela. 5:  Caracteristicas clinicas da ELA8 (tabela 1 do Capitulo 3) 72
Tabela. 6:  Analise de LOD score em 20q13 (tabela 2 do Capitulo 3) 72
Tabela. 7:  Avaliagéo clinica em ELAS8 (tabela 1 do Capitulo 4) 81
Tabela. 8:  Analise de haplétipo em ELAS8 (tabela 1 do Capitulo 5) 91
Tabela. 9:  Locos de susceptibilidade em Doenga de Alzheimer 110
Tabela. 10: Distribuicdo genotipica de C-270T em DA e controles 116
Tabela. 11: Frequéncia alélica e genotipica de MAOA em DA 123
Tabela. 12: Frequéncia alélica e genotipica de SHTTLPR em DA 123
Tabela. 13: Distribuicdo da ApoE e das IL-1em pacientes com DA 134
Tabela. 14: Lista de pacientes estudados com ELA8 (Capitulo 13) 176

Abreviaturas




Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 18

5-HT — 5-hydroxytryptamine (serotonina)
SHTTLPR — 5-HT transporter - linked polymorphic region
A2M - alfa-2 macroglobulina

AbrELA — Associagao Brasileira de ELA

AD — autossémico dominante

AEP — amiotrofia espinhal progressiva

APOE - apolipoproteina E

APP — proteina precursora amiléide

AR — autossémico recessivo

Arg — arginina

ALS — Amyotrophic Lateral Sclerosis

ALSA- Amyotrophic Lateral Sclerosis association
ALS2 - alsina

AME - atrofia muscular espinhal

AMP — atrofia muscular progressiva

BDNF — brain derived neurotrophic factor
C-terminal — Carboxiterminal

cDNA — DNA complementar

cM — centiMorgan

CHO - Chinese Hamster Ovary

CNTF - ciliary neurotrophic factor

CuZnSOD - Cobre-Zinco superoéxido dismutase
Cys - cisteina

DA — doenca de Alzheimer

DFT — doenca fronto-temporal

DH5-a. - Douglas Hanahan bacterial stain 5 o
DNM — doenga do neurdnio motor

DMSO - dimethylsulphoxide

EAAT1 — excitatory amino acid transporters 1
EAAT2 — excitatory amino acid transporters 2
ELA — esclerose lateral amiotrofica

ELP — esclerose lateral primaria

EGFP - enhanced green fluorescent protein
ENMG - eletroneuromiografia

EOAD - early onset Alzheimer Disease

ERO — espécies reativas de oxigénio (ou ROS — reactive oxygen species
F-12 (Ham) — Ham’s nutrient mixture F-12

FCS - fetal calf serum

GEF — guanine nucleotide exchanging factor
HRE — hypoxia response element

IDE — insulin degrading enzyme

IB — Instituto de Biociéncias

IL- interleucinas

Kb - quilobases

KD (KDa) — quilodalton

LB — Luria-Bertani

LOAD —/ate onset Alzheimer Disease

LRP1 — low density lipoprotein receptor-related protein
MAPT — microtubule-associated protein tau



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos

Mb — megabases

MIM — mendelian inheritance in man
MNDA — motor neuron disease association
mRNA — RNA mensageiro

MRC — Medical Research Council
N-terminal — aminoterminal

NEF — neurofilamentos

NEFL — neurofilamentos de cadeia leve
NEFM — neurofilamentos de cadeia média
NEFH — neurofilamentos de cadeia pesada
NM — neurénio motor

NMDA — N-methyl-D-aspartic acid

NMI — neurénio motor inferior

NMS — neurdnio motor superior

NO — 6xido nitrico

ROS - reactive oxygen species

SETX — senataxina

SMN - survival of motor neuron

SOD1 — superoxido dismutase 1

OMIM - online mendelian inheritance in man
pb — pares de base (nucleotideo)

P56S — transicdo de uma prolina para uma serina no aminoacido 56

PBS — phosphate buffered saline

PBST — phosphate buffered saline Tween 20
PBP — paralisia bulbar progressiva

PFA — paraformaldeido

PS1 — Presenilina 1

PS2 — Presenilina 2

PPP — paralisia pseudobulbar progressiva

RNAIi — RNA de interferéncia

siRNA — small interfering RNA

SSCP - single stranded conformational polymorphism
TBS - tris buffered saline

TBST - tris buffered saline Tween 20

TNFA — fator de necrose tumoral alfa

UBQLN1 — ubiquilin 1

uPA — urokinase-type plasminogen activator
UTR — untranslated region (regido nao traduzida)
USP — Universidade de Sao Paulo

VAMP- vesicle-associated membrane protein
VAP-B — VAMP-associated protein B

VEGF - vascular endothelial growth factor

Capitulo 1

19




Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 20

Introducao a Esclerose Lateral Amiotréfica
(ELA)

1. Doencgas do Neurdnio Motor
As doencas do neurénio motor (DNM) compreendem um grupo de

doencas clinica e geneticamente heterogéneas que envolvem os neurénios
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motores (NM). Eles s&o os responsaveis pelo controle do movimento
muscular dos membros e da regido bulbar.

O termo “doencga do neurdénio motor” é o mais utilizado para descrever
uma familia de doengas na qual ha um extensivo diagnéstico diferencial. No
passado, esse termo era sinGnimo de esclerose lateral amiotréfica (ELA).

Na pratica, o diagndstico diferencial requer uma investigagao clinica e
eletrofisiolégica para verificar se a doenga compromete o neurdénio motor
superior — NMS (proveniente do cértex cerebral) e/ou neurdnio motor inferior
- NMI (originados na porgao anterior ou ventral - corno anterior - da medula
espinhal) Figura 1.

Os sinais clinicos envolvendo a degeneragdo dos NMI's consistem em
fraqgueza e atrofia muscular, inicialmente ocorrendo nas maos, bracos e
pernas, em que alguns grupos musculares sao primariamente mais
acometidos que outros. Além disso, observam-se caibras e fasciculagao
(contragbes involuntarias, rapidas e nao-dolorosas), principalmente na
musculatura do abdémen (Tabela 1).

Estudos de condugdo nervosa irdo excluir neuropatia periférica e a
eletroneuromiografia (ENMG) auxilia no diagndstico de desnervagao por agéo
miopatica ou neuropatica. Na ENMG de pacientes portadores de ELA, deve-
se observar o comprometimento em pelo menos duas regides (bulbar,
cervical, toracica e/ou lombossacral).

O envolvimento do NMS leva a espasticidade, clébnus (movimento
involuntario rapido alternando contragao e relaxamento muscular), fraqueza e
resposta extensora plantar ou sinal de Babinski (sinal clinico neurolégico que

detecta lesdes na porgao piramidal do sistema motor).

Alguns individuos apresentam fraqueza na musculatura facial e do
pescogo, causando disartria (comprometimento da fala e linguagem) e
disfagia (dificuldade na mastigagéo e degluticao).

Os reflexos abdominais, controle de esfincter, intelecto e os sentidos
(tato, olfato, paladar, audi¢gdo e visdo) na grande maioria dos casos estdo

preservados.



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 22

neurdnios motores
superiores do
contes cerebral

neurdnios motores
inferores

fingua

musculatura
do I:-r.:n;-:-

neurdnios
motores
inferioras
da
medulz

diafragma

espinhgl |

il
mu=culatura
da pema

Figura. 1: Representagcdo dos neurénios motores. Os neurdnios motores superiores
enviam sinais para os neurbnios motores inferiores, que o0s repassam para 0s
musculos (traduzido de http:/www.mdausa.org/publications/alscare/what.htm).

Tabela 1: Sinais clinicos observados em pacientes com doenga do Neurénio Motor

DNMS DNMI Sinais bulbares
Hiperreflexia, Atrofia e fraqueza muscular, Disartria
Sinais de Hoffmann ou Babinski Fasciculagdes Disfagia
Clénus Hiporreflexia Sialorréia
Espasticidade Caibras musculares -

As DNM sao progressivas, variaveis e a grande maioria tem inicio na

fase adulta, acima dos 30 anos com maior incidéncia entre os 50-70 anos.
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Ha, entretanto as formas juvenis ou precoces, com inicio na adolescéncia.
Em geral, ha mais homens que mulheres afetadas pelas DNM.

Estima-se que a incidéncia seja de aproximadamente 2:100.000
habitantes e a prevaléncia 7:100.000.

As DNM podem ser classificadas de acordo com o neurdnio motor
envolvido, como por exemplo, as “doencas do neurdnio motor superior”:
paralisia pseudobulbar progressiva (PPP) e esclerose lateral primaria (ELP);
as “doengas do neurdnio motor inferior”: atrofia muscular espinobulbar (tipo
Kennedy), paralisia bulbar progressiva (PBP) e amiotrofia espinhal
progressiva (AEP) e a “doenga do neurénio motor superior e inferior’; a
combinagdo da degeneragdao dos neurdnios motores superiores e inferiores
associados ao envolvimento bulbar e do trato piramidal que resultara na
esclerose lateral amiotrofica (ELA).

Entretanto ha casos em que ocorre sobreposi¢gdo de sinais e sintomas
dificultando o correto diagndstico clinico, principalmente quando somente o
neurbnio motor inferior € acometido. A investigacdo clinica aliada aos
exames moleculares dara o correto diagnostico da doenga.

Nesse capitulo somente a amiotrofia espinhal progressiva e a esclerose

lateral amiotréfica serdo abordadas.

1.1. Amiotrofia espinhal progressiva (AEP)

A amiotrofia espinhal progressiva (AEP), comumente conhecida como
atrofia muscular progressiva (AMP) ou atrofia muscular espinhal (AME), &
uma das mais graves doencas autossOmicas recessivas da infancia e
adolescéncia. Estima-se que sua incidéncia seja 1:6.000-10.000 dependendo
da populagao.

Os pacientes com AEP apresentam fasciculagdo, paralise e atrofia
muscular, levando a uma fraqueza muscular simétrica.

Ela pode ser subdividida de acordo com a idade de inicio e gravidade
dos sintomas. A idade de inicio é a principal caracteristica que diferencia as
formas infantil (AEP tipo 1 e tipo 2) e juvenil (AEP3).
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AEP tipo 1 (doenga de Werdnig-Hoffman, MIM 253300) — apresenta o
fendtipo mais grave de todas, com fraqueza muscular generalizada ao
nascimento ou até os seis meses. A crianga nao chega a sentar,
apresentando hipotonia e dificuldade na degluticdo e amamentagdo. Em
geral o obito é decorrente da insuficiéncia respiratoria até os dois anos de
vida.

AEP tipo 2 (forma intermediaria, MIM 253550) — com idade de inicio
entre os trés e dezoito meses e sobrevida variando entre os quatro anos até
a adolescéncia. Em geral, a crianga € capaz de sentar, embora ndo consiga
andar sem amparo. A alimentagdo ocorre normalmente, embora alguns
pacientes apresentem dificuldades na degluticdo. O tremor fino nos dedos
pode ser observado em alguns casos.

AEP tipo 3 (doengca de Wohlfart-Kugelberg-Welander ou atrofia
muscular espinhal juvenil, MIM 253400) — é a forma mais leve. Os pacientes
desse grupo apresentam fraqueza dos musculos proximais e os sintomas
tém inicio a partir dos dezoito meses até tardiamente na adolescéncia. Os
pacientes com essa forma sdo capazes de ficar em pé e andar sozinhos,
mas podem apresentar dificuldades em caminhar longas distancias e/ou

levantar. O tremor fino pode ser observado nos dedos.

1.1.1. Bases genéticas da AEP tipo1,2e 3

As trés formas de amiotrofia espinhal progressiva (AEP tipo 1, AEP tipo
2 e AEP tipo 3) foram mapeadas no mesmo cromossomo, na regido 5q11.2-
g13.3 por Gilliam et al., 1990 e Melki et al., 1990. Utilizando a técnica de
hibridizacao in situ, Mattei et al., 1991 restringiram a regido a 5q12.2-q13,
mas foi somente em 1995 que Lefebvre et al., descreveram elementos de
500 Kb duplicados e invertidos contendo varios genes dentro da regido critica
da AEP.

Pequenas delegbes, e mutagdes missense, non-sense e que afetam o
sitio de splicing foram encontradas na copia telomérica do gene de
sobrevivéncia do neurénio motor (survival of motor neuron SMN ou SMN1),

indicando que este & o gene responsavel pela AEP. Mais de 90% dos
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pacientes apresentam delegdes nos exons 7 e 8 do gene SMN1, indicando a
sua importancia para o bom funcionamento da proteina.

O mecanismo molecular das atrofias musculares espinhais nédo é
totalmente compreendido, pois a mesma mutagdo causa as trés diferentes

formas da doencga.

1.1.2. AEP tipo 4 (forma adulta)

A forma adulta da atrofia muscular progressiva € muito rara e em geral
inicia-se ao redor dos 35 anos com progressdo lenta e tem carater
autossémico dominante. Os musculos bulbares sdo raramente afetados.

A atrofia muscular espinhal do tipo Finkel foi reportada inicialmente por
Richieri-Costa et al., 1981; (MIM 182980).

Foram estudados duas familias com aproximadamente 80 individuos
com uma doenga autossémica dominante de progressao lenta. Essa forma
de amiotrofia espinhal tardia tem inicio ao redor dos 49 anos e progresséao de
10 a 20 anos. Essa desordem é de origem neurogénica confirmada por
eletroneuromiografia e bidpsia muscular. Os pacientes apresentam fraqueza
muscular progressiva, principalmente da musculatura proximal, com inicio
nos membros inferiores e posteriormente envolvendo a musculatura dos
membros superiores. Os reflexos estdo ausentes e ha fasciculagao
generalizada.

Uyama et al., 2001, reportaram uma familia japonesa com suspeita de
amiotrofia espinhal tardia. O probando apresenta sinais caracteristicos de
AEP sem envolvimento do neurbnio motor superior, entretanto apresenta
relaxamento da musculatura do esfincter. Nao foram encontradas delegcbes

nos exons 7 € 8 do gene SMN1.

1.2. Esclerose lateral amiotréfica (ELA)

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA ou do inglés Amyotrophic Lateral
Sclerosis — ALS) é conhecida como “Doenga de Charcot” na Franga, “Doenca
do neurénio motor” no Reino Unido e “Doenca de Lou Gehrig” nos EUA.

O termo esclerose lateral se refere ao endurecimento e cicatrizagdo da
porcao lateral da medula espinhal decorrente da morte dos neurdnios

motores superiores € amiotrofico advém da fraqueza dos musculos, que se
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tornaram atroéficos devido a degeneragao dos neurdnios motores inferiores.
Em geral, a doenga ocorre preferencialmente em um dos lados do corpo,
levando a uma fraqueza muscular assimétrica.

Estima-se que a incidéncia de ELA no mundo seja de aproximadamente
1:100.000. A Associacao de Esclerose Lateral amiotréfica (ALSA) estima que
haja mais de 30.000 americanos com essa doenga. No Brasil, a Associagao
Brasileira de ELA (AbrELA) estima que a incidéncia seja de 1,5:100.000
individuos (2,5 brasileiros a cada ano).

Em geral, ocorre uma desproporc¢éo sexual, isto €, ha mais homens que
mulheres afetadas.

O diagnéstico clinico é baseado na avaliagdo neurolégica associada a
exames de eletroneuromiografia. Os critérios de diagnéstico foram
estabelecidos pelo El Escorial (Brooks et al., 2000) e pode ser resumido

como:

* ELA suspeita: sinais de lesdo do NMI em duas regides.

* ELA possivel: sinais do NMS e NMI em somente uma regidao ou
sinais do NMS em até duas regides ou sinais do NMI rostrais aos do
NMS. Casos especiais: ELA monomélica, variantes da paralisia
bulbar progressiva e esclerose lateral primaria.

* ELA provavel: sinais de NMS e NMI em duas regides, com sinais de
NMS acima dos sinais de NMI.

* ELA definida: sinais do NMS e NMI na regiao bulbar e pelo menos
em duas regides espinhais ou sinais do NMS e NMI em trés regides

espinhais.

1.2.1. Os tipos de ELA
A ELA compreende um grupo de doengas clinica e geneticamente
heterogéneas e com tempo de progressdo dos sintomas muito variavel.

Existem varias formas de dividir esse grupo de patologias; dependendo dos
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sinais clinicos e da idade de inicio dos sintomas, da variabilidade genética ou

mesmo dependendo do tempo de progressao.

1.2.1.1. Classificagao clinica baseada nas areas do corpo primariamente

afetadas

|l. ELA de inicio bulbar

Na ELA de inicio bulbar, os nervos da area bulbar do cérebro sao
inicialmente afetados, causando alteragdo na voz (rouquidao), disfagia,
“lentificacao” da fala e engasgos frequientes e comprometimento do aparelho
respiratério. Em geral, os pacientes com essa forma apresentam um quadro
mais grave e com progressao rapida, pois ha comprometimento das fungbes

vitais.

ll. ELA de inicio nos membros

Por outro lado, a ELA com inicio nos membros é a mais frequente,
sendo caracterizada pela perda inicial da musculatura dos membros, levando
a atrofia e fraqueza muscular generalizada. Posteriormente os pacientes
apresentam dificuldade de engolir e respirar. Fasciculagdo e céibras sao
sintomas constantes, tanto nas maos e abddmen quanto nos pés. Os
reflexos estdo exaltados, e em alguns casos ocorre espasticidade e
diminuicdo da sensibilidade. Geralmente a ELA tem inicio nos membros
superiores, entretanto ha casos em que o aparecimento dos sintomas se da
nos membros inferiores.

Independente dos sintomas iniciais, a ELA classica apresenta todas as
caracteristicas descritas acima. Em geral, os pacientes falecem por
insuficiéncia respiratéria entre trés e cinco anos apos o inicio dos sintomas.

Existem, entretanto, algumas variantes clinicas (ELA atipica) associadas
a comprometimento de outros sistemas, como o extrapiramidal, cerebelar,

autondmico, sensdério-motor ou cognitivo.



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 28

A ELA pode ainda ser subdividida em ELA do tipo familial, esporadica e

de Guam.

1.2.1.2. Classificagdo baseada no modo de heranga
. Casos familiais

A forma familial de ELA corresponde a aproximadamente 6% dos casos
de ELA no Brasil e 5 — 10% dos casos no mundo. Esta forma de ELA
apresenta um forte componente genético e sera descrita com mais detalhes
na segao 1.2.2.

As formas familiais podem ser de heranca autossémica dominante ou

recessiva e podem ser juvenis ou de adulto (Tabela 2).

Il. Casos isolados (esporadicos)

Engloba a grande maioria dos casos no Brasil e no mundo inteiro.

Embora clinicamente os casos esporadicos e familiais sejam idénticos,
algumas pequenas diferengcas podem distinguir um do outro, como por
exemplo, a idade de manifestacdo dos primeiros sintomas (casos
esporadicos tendem a ocorrer mais tardiamente que os casos familiais).

Os casos esporadicos tém etiologia desconhecida, mas acredita-se que
eventuais mutagbes ou polimorfismos nos genes envolvidos nas formas
familiais aliados a um forte componente ambiental podem atuar como fatores
de predisposicdo a ELA esporadica.

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de ELA s3o:
desempenhar atividade fisica intensa, sofrer algum tipo de trauma mecanico, ser
vitima de um choque elétrico intenso e tabagismo.

lll. ELA Guam

A ELA Guam (MIM 105500), também conhecida como “ELA do Pacifico
Ocidental” é freqlente nos nativos Chamorro da ilha de Guam e também na
peninsula de Kii. Esta forma de ELA foi descrita no inicio do século XX como
uma forma de ELA-like. A incidéncia de ELA Guam na década de 80 era de
7,5:100.000 por ano.

Na ELA Guam além dos sinais caracteristicos da doencga, os pacientes

apresentam também associacdo com deméncia e mal de Parkinson. Ha



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 29

grande sobreposicdo das duas doencas na mesma familia, inclusive no
mesmo individuo. Entretanto estudos de ligagao falharam na identificagdo de
um gene responsavel por essa forma de ELA/Parkinson. Postulou-se entao
que algum fator ambiental local poderia ser o responsavel pela patogénese
da doencga na populagao.

Observou-se que os individuos dessa regidao consomem grande
quantidade de sementes de uma cicadacea (Cycas circinalis), que podem
induzir a excitotoxicidade, talvez por imitacdo da agdo do glutamato. Além
disso, em experimentos laboratoriais, animais alimentados com a Cycas
desenvolveram alteragdes clinicas e histopatolégicas semelhantes a
Parkinson-ELA-Deméncia de Guam.

As anadlises histopatolégicas da ELA/Guam mostram emaranhados
neurofibrilares semelhantes aos observados em pacientes com doenga de
Alzheimer.

Os emaranhados neurofibrilares sdo formados pela hiperfosforilagao da
proteina tau, que se deposita na célula nervosa. Mutagdes no gene fau
(MAPT - microtubule-associated protein tau, MIM157140) causam uma forma
autossbmica dominante de deméncia fronto-temporal (MIM 600274) e,

portanto esse gene seria um bom candidato para a Parkinson-ELA-Deméncia

de Guam.

Poorkaj et al., 2001 encontraram desequilibrio de ligagao entre a doenca
de Guam e um polimorfismo no gene MAPT. Entretanto, os autores
verificaram que esse gene ndo seria o principal responsavel por essa
patologia, mas atuaria como um gene modificador aumentando o risco de

desenvolver ELA/Parkinson.

1.2.2. ASPECTOS GENETICOS

l. Formas familiais
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A ELA apresenta grande heterogeneidade genética e seu mecanismo
ndao € muito bem compreendido, na medida em que os diferentes genes
identificados ndo apresentam um unico mecanismo comum.

Até o momento, nove locos foram mapeados para a forma familial, mas
somente quatro genes foram identificados.

A primeira forma foi mapeada no cromossomo 21 e foi denominada
ELA1. As familias apresentam padrdo de heranca autossémica dominante e
forma adulta. A ELA2 representa uma forma familial rara com padrao de
heranga autossémica recessiva juvenil.

Hentati et al., 1994 observaram que varias familias com as mesmas
caracteristicas da ELA1 n&o estavam ligadas ao mesmo loco no cromossomo
21 e este grupo foi denominado ELA3. Neste mesmo ano a ELA 4 foi
mapeada.

Somente em 2002 um novo loco para as formas familiais com padrao de
heranga autossémico dominante do tipo adulto (ELA3) foi encontrado.

Outras formas dominantes e recessivas foram mapeadas (Tabela 2). As
formas dominantes representam a grande maioria e seis dos sete tipos
ocorrem em adultos.

As formas recessivas sao raras e 0s sintomas aparecem na primeira ou

segunda década de vida.

Tabela 2: Nove locos para a ELA familial.

Cromossomo locos Modo de gene forma Referéncia
heranga
21q ELA1 AD SOD1 adulto Rosen et al., 1993
2933 ELA2 AR ALS2 juvenil Hadano et al., 2001
Yang et al., 2001
1812 ELA3 AD ? adulto Hand et al., 2002
9934 ELA4 AD SETX  juvenil Chance et al., 1998
15q ELAS AR ? adulto Hentati et al., 1998
16912 ELA6 AD ? adulto Ruddy et al., 2003
20p13 ELA7 AD ? adulto Sapp et al., 2003
20q ELA8 AD VAPB adulto Nishimura et al., 2004
9921 ELA-FTD AD ? adulto Hosler et al., 2000

AD = autossOmico dominante, AR = autossémico recessivo, SOD71= superoéxido
dismutase 1, ALS2= alsina, SETX = senataxina, VAPB = vesicle associated-
membrane protein — associated protein B
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1. ELA1

O primeiro loco mapeado foi denominado ELA1 [ALS1, (MIM, 105400)],
localizado no cromossomo 21q e foi identificado por Siddique et al., 1991.
Posteriormente, Rosen et al., 1993 identificaram o primeiro gene envolvido
na ELA: o superoxido dismutase 1 (SOD1T), MIM 147450.

O gene da SOD1 é pequeno, tem 5 exons e codifica uma proteina de
153 aminoacidos denominada Cobre-Zinco superéxido dismutase
(CuzZnSOD). Esta enzima é soluvel e é encontrada em praticamente todos os
tecidos. Foram identificadas até o momento cinco variantes da SOD1,
originadas por splicing alternativo, que podem ser tecido-especifico, incluindo
uma isoforma cerebral (Hirano et al., 2000).

A CuZnSOD ¢ a mais importante enzima antioxidante conhecida. Ela se
localiza predominantemente no citosol, nicleo e mitocondria. A SOD1 € uma enzima
homodimérica, de 32-KD e apresenta uma seqiiéncia de aminoacidos altamente
conservada, contendo subunidades de ligacdo a um ion de cobre e um ion de zinco.
Estas subunidades sdo estabilizadas por uma ponte disulfeto entre cadeias associadas
por forcas ndo covalentes. As ligacdes com o cobre e o zinco sdo fundamentais para
sua atividade bioldgica ja que a perda do sitio de ligacdo ao cobre resulta em sua
completa inativagao.

A SOD1 é responsavel por catalisar a conversao de radicais livres,

principalmente os anions superoxido que sao altamente reativos, a peroxido
de hidrogénio.
207, + 2H" 22598 0, + H,0,

Os radicais superoxido, também denominados espécies reativas de
oxigénio (ERO ou ROS do inglés reactive oxygen species) sdo moléculas
potentes e quimicamente seletivas, produzidas por todas as células
aerobicas (ver hipotese oxidativa 1.2.3.11).

Mutagdes no gene SOD1 parecem exercer seus efeitos deletérios pelo
ganho de fungédo, mas também pela perda da atividade da enzima. A
evidéncia mais convincente de ganho de funcdo téxica é o fato de animais
transgénicos expressando a forma mutante de SOD1 humano
desenvolverem uma forma de DNM enquanto que a expressdo do tipo
selvagem nao. Animais knockout que ndo expressam o CuZnSOD também
nao desenvolvem DNM. Nesses casos, 0s animais apresentam altos niveis

da atividade do SOD1 comparando com os nao-transgénicos. Isso indica que



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 32

a doenga nao é causada por baixos niveis da atividade da SOD1, mas que a
presenca da enzima CuZnSOD mutante é tdxica para os neurdnios motores.

A grande maioria das mutagdes encontradas nos casos familiais
corresponde ao modo de heranga autossémico dominante, com excegao da
mutacao, D90A, muito freqliente na populagéo dos paises escandinavos (Al-
Chalabi et al., 1998). Individuos heterozigotos para essa mutagcdo nessa
populagdo nido desenvolvem a doenca.

Estudos utilizando marcadores polimorficos indicaram que esses
individuos compartilham um haplétipo raro, tendo uma origem comum ha
mais de 895 geragdes. A homozigose teria ocorrido um pouco mais tarde, ha
aproximadamente 63 geracgbes (Parton et al., 2002).

Curiosamente essa mesma mutagao foi encontrada em heterozigose em
casos isolados do sul da Europa e foi considerada patogénica. Nestes
individuos o quadro clinico parece ser mais grave do que o observado nos
pacientes homozigotos da Escandinavia.

Em vista disso, Parton et al., 2002 propuseram que algum polimorfismo
regulador atuando em cis poderia estar localizado muito proximo do gene
SOD1 nos individuos heterozigotos clinicamente normais, para a mutagao
D90A da Escandinavia. Esse polimorfismo seria um fator modificador e
modularia a progressao e a gravidade da doenca.

Mais de 100 mutacdes ja foram identificadas no gene da SOD1, tanto
em casos familiais como em casos esporadicos, apesar deste gene ter sido
inicialmente relacionado a forma familial. Todas as mutagbes encontradas
nesse gene podem ser visualizadas no banco de dados disponivel online
(http://alsod1.iop.kcl.ac.uk/).

.2. ELA2

A ELA2 (ALS2, MIM 205100) é uma forma juvenil com inicio entre 3 e
23 anos e modo de heranca autossémico recessivo. Esta forma foi mapeada
em 2q33-q35 por Hentati et al., 1994.

Os pacientes apresentam espasticidade, comprometimento da fala, dos

musculos faciais e dos membros, envolvimento pseudobulbar e amiotrofia

das maos e/ou musculos peroneais.
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Em 2001, dois grupos independentemente (Yang et al., e Hadano et al.,

2001) identificaram o gene responsavel por esta forma de ELA. O gene foi

denominado Alsina (ALS2) por Yang et al., que estudaram duas familias ndo

aparentadas da Arabia Saudita e uma da Tunisia com diagndstico de

esclerose lateral primaria.

Todas essas mutacdes encontradas sdo do tipo frameshift e o provavel

mecanismo de acdo é a perda da funcdo da proteina.

Mutacdes no gene da alsina também foram encontradas em criancas

com o diagndstico de paraplegia espastica grave. Foram identificadas

mutacdes do tipo frameshift e nonsense (Eymard-Pierre et al., 2002; Devon
et al., 2003; Lesca et al., 2003).

A ALS2 é expressa em varios tecidos e células, incluindo neurénios do

encéfalo e da medula espinhal. Dois transcritos foram identificados em varios

tecidos com aproximadamente 6,5Kb e 2.6Kb. Essas isoformas foram

denominadas forma longa (FL) e forma curta (FC), respectivamente. Ambas

apresentam padrio de expressdo similar, exceto no figado, onde o transcrito

menor € mais expresso.

Acredita-se que a alsina poderia atuar como um regulador/ativador de

GTPases e poderia_modular a acdo dos microtubulos, organizacdo da

membrana e trafego intracelular.

Todas as mutagdes encontradas nesse gene podem ser visualizadas no

banco de dados disponivel online (http://alsod1.iop.kcl.ac.uk/).

.3. ELA3

O terceiro loco para a ELA familial foi mapeado no cromossomo 18921
por Hand et al., 2002 (ALS3, MIM 606640).

A ELAS3 foi mapeada em uma grande irmandade de origem européia
com uma forma classica de heranga autossdmica dominante adulta.

Clinicamente os sinais se mantém uniformes em todos os individuos
afetados dessa familia. Essa forma de ELA tem inicio nos membros inferiores
ao redor dos 45 anos, com duragdo média de 5 anos. A apresentagao clinica

é tipica de ELA com fraqueza progressiva nos quatro membros e
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envolvimento bulbar, com sinais de comprometimento dos NMS e NMI. Nao
ha relatos de dor, deméncia, sinais sensoriais ou degeneragao cerebelar.

Apos exclusdo de mutagdo no gene SOD1, teve inicio um estudo de
mapeamento genético. O maximo LOD score obtido foi de 4,5 préximo ao
marcador D18S39 em uma regido de aproximadamente 7,5 cM (8Mb)
flanqueada pelos marcadores D18S846 e D18S1109. Essa regido contém
aproximadamente 50 genes, dos quais 13 s&o conhecidos. Os demais s&o
preditos.

Até o momento nao foi identificado o gene causador da forma ELA3.

1.4. ELA4
A ELA tipo 4 (ALS4, MIM 602433) foi descrita pela primeira vez como
uma forma de Charcot-Marie-Tooth (CMT; MIM 118200) em 1964. Os dados

histéricos datam do século 17 na Inglaterra.

Em 1998, Chance et al., descreveram essa doenca como sendo uma

forma_juvenil de esclerose lateral amiotréfica, com padrdo de heranca

autossdmica dominante e com progressdo lenta e mapearam um novo gene

em 9q34.
Inicialmente os pacientes apresentam dificuldade em caminhar longas

distancias, sequido de fragueza e perda da musculatura das maos e

extremidades distais associados aos sinais piramidais. Ao redor da quarta ou

quinta década de vida, os pacientes apresentam significante fraqueza

proximal e podem necessitar de cadeira de rodas. Na sexta década, eles

perdem a habilidade com as méos. Os musculos bulbares estao

preservados. A grande maioria dos pacientes apresenta fraqueza e atrofia

muscular distal.

Blair et al., 2000 restringiram a regido a aproximadamente 3 cM

flanqueados pelos marcadores D9S149 e D9S1198. O mapeamento fisico

revelou que essa regido abrange aproximadamente 500 Kb.

De Jonghe et al., 2002 estudaram trés familias ndo relacionadas, com o

diagnodstico de neuropatia hereditaria  motora distal (NMHD) com

caracteristicas piramidais mapeadas na mesma regido da ELA4. Estas

familias sdo provenientes da Bélgica, da Austria e Inglaterra. Observou-se
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fraqueza e atrofia muscular de modo ascendente, isto €, inicialmente nos

membros inferiores e posteriormente nos membros superiores. Embora os

autores tenham diagnosticado essa forma como uma neuropatia motora

distal, o grupo n&o exclui a possibilidade de esta doenca estar relacionada
com a ELA4.

Chen et al., 2004 identificaram mutacdes no gene senataxina (SETX,
MIM 608465) nas familias com o diagnéstico de ELA4 e NMHD. Além disso,

verificaram que uma das trés familias com diagnéstico de NMHD néo

apresentou mutacdo no gene SETX. Os autores afirmam que a sobreposicao

fenotipica observada nas familias estudadas (neuropatia motora familial,

paraplegia espastica hereditaria, polineuropatia periférica hereditaria) pode

complicar a classificacdo clinica. Independente da nomenclatura da doenca,

os autores proadvémvaram gque mutacdes no gene SETX causam uma

disfuncdo motora importante.

Além disso, mutacdes nesse gene podem causar a ataxia apraxia
oculomotora tipo 2 (AOA2, MIM 606002) (Moreira et al., 2004).

A AOA é um grupo de doencas geneticamente heterogéneas com

padrdo de heranca autossdmica recessiva, caracterizada por ataxia e atrofia

cerebelar, apraxia oculomotora, perda precoce dos reflexos e neuropatia

periférica tardia.

Embora a ELA4 e a AOA2 pertencam a dois grupos de doencas

distintas em relacdo ao modo de heranca e ao fendtipo, ambas causam

neuropatia periférica motora com progressdo lenta e um comprometimento

motor grave (Chen et al., 2004).

Os autores especulam que diferentes tipos de mutacdo podem dar

origem a mecanismos de acdo distintos causados pela perda ou ganho de
funcao, causando AOA2 ou ELA4.
O gene SETX codifica uma proteina de 302,8 kD. Embora sua funcéo

seja _desconhecida, a proteina contém um dominio DNA/RNA helicase com

forte _homologia a dois genes que codificam proteinas envolvidas no

processamento do RNA. Os autores sugerem que mutacdes no gene da

SETX podem causar degeneracdo neuronal por disfuncdo na atividade da

helicase ou no processamento do RNA.
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I.5. ELAS5

A ELA5 (ALS5, MIM 602099) é uma forma autossbmica recessiva e
representa a grande maioria das familias com padrdo de heranga recessiva
de populagdes do norte da Africa, Sul da Asia e Europa (Hentati et al., 1998).
Este estudo foi realizado em sete familias (quatro da Tunisia, duas do
Paquistao e uma da Alemanha).

Os pacientes da Tunisia e do Sul da Asia apresentam idade de inicio
entre oito e dezoito anos com dificuldades em caminhar e fraqueza muscular.
Foi observado amiotrofia das maos e pernas. Alguns pacientes apresentaram
sintomas bulbares de moderados a graves, incluindo fasciculagéo e atrofia da
lingua, em geral apds trés ou quatro anos apés o inicio dos sintomas. Os
pacientes com o quadro mais avangado apresentaram sintomas bulbares e
pseudobulbares graves. A doencga € de progresséo lenta com sobrevida de
mais de dez anos.

Aparentemente o quadro clinico destas familias estudadas &
indistinguivel, com exceg¢do da familia alema. O estudo de ligagao revelou
uma regidao comum no cromossomo 15915.1-g21.1 compartilhada por quatro
destas familias sugerindo uma possivel heterogeneidade genética.

O gene responsavel pela ELA5 esta localizado em uma regiao de
aproximadamente 6 cM. Além disso, os autores sugerem que um terceiro
loco deva existir para a forma autossémica recessiva de ELA.

Até o momento o gene néo foi identificado.

1.6. ELA6

A ELAG6 (ALS6, MIM 608030) foi mapeada no cromossomo 16912 por
trés grupos independentemente.

Sapp et al., 2003 estudando 16 familias com uma forma familial adulta
de ELA e sem mutagdo no gene SOD1 iniciaram a triagem gendmica. Na
familia 1 esse grupo identificou um novo loco denominado ELA6 em uma
regiao de aproximadamente 51 cM (38 Mb). A analise LOD score revelou o
valor de 3,29 em D16S403. Nessa familia a idade de inicio foi ao redor dos

67 anos e a duracao da doenga de aproximadamente 2,1 anos.
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Abalkhail et al., 2003 foram o segundo grupo a mapear essa forma de
ELA no cromossomo 16q12.1-q12.2 em familias do Reino Unido. Mutacgbes
no gene SOD1 foram previamente excluidas antes do inicio da triagem
gendmica. Esse grupo conseguiu refinar a regido a aproximadamente
14,74cM (6,6Mb) entre os marcadores D16S409-D16S3032, coincidindo com
a regiao encontrada por Sapp e colaboradores.

Finalmente, Ruddy et al., 2003 realizaram o mapeamento da ELA tipo 6
em duas grandes familias européias. Novamente mutagbes no gene da
SOD1 foram excluidas. O valor maximo do LOD score foi 3,62 no marcador
D16S3137. Eventos de recombinagdo restringiram a regido a
aproximadamente 10,1cM (4,5Mb) entre os marcadores D16S3396 e
D16S3112.

Anadlises de bioinformatica revelaram que essa regiao contém 18 genes
conhecidos e mais de 70 genes preditos.

Os trés grupos estado procurando o gene responsavel pela ELA tipo 6 e

até o momento nada foi encontrado.

1.7. ELA7
Esta forma de ELA (ALS7, MIM 608031) foi mapeada por Sapp et al.,

2003. Nessa irmandade o DNA de 28 individuos foi analisado, dos quais dois

sao afetados pela doenca. O valor de LOD score maximo foi 3,0, encontrado

proximo aos marcadores D20S103 e D20S117. Os dois irm&os compartilham

uma regido de aproximadamente 1Mb na porcdo terminal do braco curto do

cromossomo 20, contendo de 20-24 genes conhecidos.

Os autores ainda reforcam a idéia de novos genes envolvidos na

patologia da ELA, ja que somente 2 das 16 familias estudadas tém uma

regido mapeada.

1.8. ELA/DFT

A ocorréncia de esclerose lateral amiotrofica pura ocorre na grande

maioria_das vezes, entretanto em menos de 5% dos casos, a ELA pode

ocorrer simultaneamente com outros fenétipos neurodegenerativos como, por
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exemplo, a deméncia fronto-temporal (ALS/DFT, MIM 105550) ou outras

sindomes extrapiramidais, corticais ou subcorticais (Hosler et al., 2000).

Observou-se que a DFT foi caracterizada por comportamento
impulsivo e social inapropriado, além da deterioragdo da capacidade de
realizar atividades rotineiras. A mudanga de comportamento mudou antes de
qualquer alteracdo de memoéria significante. Estudos de neuroimagem
revelaram atrofia fronto-temporal importante.

Hosler et al., 2000 mapearam o novo gene relacionado a ELA/DFT em
9921-9g22 com um LOD score maximo de 3,15 em D9S922.

Até o momento n&o foi identificado um gene responsavel pela
ALS/DFT.

Il. Formas esporadicas

Aproximadamente 90% dos casos de ELA s&o esporadicos podendo ser
considerada uma doenca complexa ou multifatorial. Além do componente
ambiental ja mencionado, ha indicios de que varios genes podem estar
relacionados com um aumento na susceptibilidade ou na modulagdo no
quadro de ELA esporadica. Entretanto, como em quase todos os estudos de
associagdo, os resultados s&o controversos, indicando que varios genes
podem estar envolvidos em maior ou menor grau na patologia da ELA.

Além do gene da SOD1, outros genes, cujo mecanismo molecular néo é
bem compreendido, estdo envolvidos nessa forma da doenga e serdo

discutidos a seguir.

I.1. Neurofilamentos

Os neurofilamentos sao filamentos intermediarios das células e um dos
principais componentes do citoesqueleto neuronal.

Os neurofilamentos apresentam trés subunidades: cadeia leve (NEFL),
cadeia média (NEFM) e cadeia pesada (NEFH; MIM 162230).
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Mutacbes nas diferentes subunidades dos neurofilamentos foram
identificadas em varias doengas neurologicas, como por exemplo, NEFH e
ELA, NEFM e mal de Parkinson e NEFL e doenga de Charcot-Marie-Tooth.

Estas mutagdes levam ao acumulo de proteina, mas os mecanismos de
como os neurofilamentos se acumulam nessas doencas neurodegenerativas
permanecem desconhecidos. Entretanto, sabe-se que os neurofilamentos
sdo sintetizados no corpo celular dos neurbnios e entdo transportados
através dos axénios. Qualquer alteragdo nessa via de transporte intracelular
poderia levar a um acumulo de proteina e conseqlentemente um
estrangulamento axonal e morte do neurénio motor.

Al-Chalabi et al., 1999 encontraram dele¢cbes e insergcbes no gene
NEFH em pacientes com ELA do Reino Unido e dos paises escandinavos.

Modelos animais transgénicos superexpressando os neurofilamentos
apresentaram uma forma de doenga do neurbnio motor e o primeiro sinal
observado foi o acumulo de neurofilamentos e alteragbes no transporte
axonal nesses animais. (Collard et al., 1995; Julien et al., 1998; Rao et al,,
2003).

Todas as mutagdes encontradas nesse gene podem ser visualizadas no

banco de dados disponivel online (http://alsod1.iop.kcl.ac.uk/).

I.2. Periferina

A periferina (MIM 170710) assim como os neurofilamentos é um
filamento intermediario do tipo 3 presente no citoesqueleto dos neurdnios.

Beaulieu et al., 1999 verificaram em camundongos transgénicos que a
super-expressao da periferina leva a uma degeneracao seletiva dos axénios
motores, sugerindo que essa proteina poderia estar envolvida na patologia
da ELA.

Gros-Louis et al., 2004 encontraram 18 polimorfismos no gene periferina
em pacientes com ELA esporadica e familial. Duas variantes (uma insergcao
no intron 8 e uma delecdo de um nucleotideo no exon 1 resultando numa
proteina truncada) foram encontradas em pacientes, mas ndo em 380
controles; indicando que esse gene quando mutado pode estar relacionado
com a ELA.
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11.3. Fator neurotrofico ciliar
O fator neurotroéfico ciliar (CNTF, MIM 118945) € um potente fator tréfico

de sobrevivéncia para os neurbnios e oligodendrécitos e pode estar

relacionado com a diminuicdo da destruicdo dos tecidos durante os ataques

inflamatorios.

Ele é expresso nas células da glia, nos nervos periféricos € no sistema

nervoso central.

Giess et al., 2002 reportaram gue um homem na idade de 25 anos,

sofria_de uma forma tipica de ELA familial com progressdo de

aproximadamente 11 meses. Observou-se que esse individuo apresentava

uma mutacdo no gene SOD1. Essa mesma mutacdo foi encontrada em dois

irmaos sem sintomas e em sua mae, que ndo desenvolveu a doenca até os

54 anos. Sua avdé materna e sua bisavd faleceram com fragueza e atrofia

muscular na idade de 62 e 50 anos respectivamente.

Foram estudados varios genes modificadores para a ELA e uma

mutacdo adicional em homozigose no gene CNTF foi encontrada no

probando, estando ausente na sua irma normal.

Esses autores estudaram ainda pacientes com a forma esporadica de

ELA, que além de mutacdes no SOD1 apresentavam também mutacoes em

homozigose no gene CNTF. Curiosamente eles verificaram que essa

combinacdo favorece o aparecimento dos sintomas mais precocemente

nesses individuos do que os que so tinham a mutacdo no SOD1.

Além disso, para corroborar a hipétese do envolvimento do CNTF, os

autores estudaram camundongos que apresentavam a mutacdo G93A_no

gene SOD1 e auséncia da proteina CNTF. Verificou-se que esses animais

desenvolveram uma forma de doenca do neurbnio motor mais precocemente

que 0s animais com uma unica mutacio.

Com base nesses resultados, foi sugerido que o CNTF atuaria como

gene modificador levando a um inicio precoce em pacientes que ja

apresentam mutacdo no gene SOD1.
Em contrapartida, Al-Chalabi et al., 2003 estudaram 400 pacientes (351

com a forma esporadica e 49 com a forma familial) e 236 controles. Os
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autores nédo verificaram diferenca no quadro clinico, idade de inicio ou

progressao da doenca nos pacientes com uma ou duas copias do alelo nulo,

sugerindo entdo que o CNTF ndo é um fator modificador importante para
ELA.

11.4. Apolipoproteina E

A apolipoproteina E (ApoE, MIM 107741) é uma proteina importante que
esta relacionada com o metabolismo das lipoproteinas incluindo o colesterol.

Trés isoformas comuns na populagdo sdo encontradas: a ApoE-c2 é a
menos freqliente e seria um fator de protecédo ao desenvolvimento da doenga
de Alzheimer (DA); a ApoE-£3 que é a mais freqliente na populagdo e a
ApoE-¢4, que estaria envolvida em diferentes patologias. Elas diferem na
troca do aminoacido cisteina para arginina em duas regides, no residuo 112
(denominado sitio A) e residuo 158 (sitio B).

A ApoE é o fator de susceptibilidade mais conhecido para a doencga de
Alzheimer, entretanto parece estar envolvida em outras doengas como, por
exemplo, doengas coronarias, hiperlipidemia, diabetes e ELA.

Na DA, a ApoE-g4 auxiliaria no depésito da proteina beta amildide,
principal componente das placas amiléides (placas senis), além de atuar na
sinalizagao intracelular, interagir com a proteina associada ao microtubulo,
atuar no metabolismo da glucose e no estresse oxidativo.

Em vista disso, estudos de associacido tém sido realizados na tentativa
de se relacionar a ApoE com a ELA. Drory et al., 2001 encontraram
resultados positivos, o0 que nao foi verificado por Siddique et al., 1998.
Lacomblez et al., 2002 também nao encontraram associagao entre o alelo &4
e a ELA, entretanto os niveis plasmaticos de ApoE estavam maiores nos
pacientes que nos controles.

O mecanismo pelo qual a ApoE estaria envolvida na ELA n&o é

conhecido.

11.5. Fator de crescimento vascular endotelial
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O fator de crescimento vascular endotelial (vascular endothelial growth
factor — VEGF ou Vegfa) é o maior regulador da formagao (angiogénese) e
da permeabilidade dos vasos sanguineos durante o desenvolvimento normal
€ na resposta a mudangas metabdlicas do organismo (Skene e Cleveland,
2001).

O VEGF esta envolvido em diversas doengas como, por exemplo,
diabetes e neuropatia isquémica, mal de Parkinson, doenca de Alzheimer e
esclerose multipla (Storkebaum et al., 2004).

Como que por acaso, Oosthuyse et al., 2001 utilizando modelos
animais, associaram o VEGF com a ELA. O promotor do VEGF apresenta
uma regido conhecida como elemento de resposta a hipdxia (hypoxia
response element — HRE). Sabe-se que a hipoxia € o estimulo mais
importante que regula a expressao do VEGF e que restaura a entrega do
oxigénio estimulando a angiogénese e a perfusao tecidual. Observou-se que
quando essa regido esta deletada, os niveis basais de VEGF sao mantidos,
contudo ocorre uma deficiéncia pronunciada na capacidade do VEGF
responder a hipdxia. Os animais morrem precocemente ou logo apés o
nascimento, quando comparado ao grupo controle. Além disso, eles
apresentam um profundo déficit motor entre o quinto e o sétimo més de vida,
além de sinais caracteristicos de modelos animais para a esclerose lateral
amiotrdéfica: acumulo de filamentos na medula espinhal e no tronco cerebral,
degeneracgao e desnervagao dos axdnios motores devido a atrofia muscular.
Somente os neurdnios motores sédo afetados.

Os autores acreditam que a dele¢cdo do HRE produz um déficit na
perfusdo vascular e uma incapacidade dos neurdnios ou células da glia de
produzir VEGF, que poderia proteger os neurbnios motores dos danos da
hipéxia. Esses resultados sugerem que o VEGF atue nao somente nas
células endoteliais vasculares como também nos neurbnios como fator
neurotréfico ou de neuroprotegao (Ooshuyse et al., 2001; Skene e Cleveland,
2001).

Adicionalmente, alguns pesquisadores tém sugerido que o VEGF pode

atuar no crescimento, desenvolvimento e na estabilidade dos neurbénios
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regulando as proteinas neuronais que estdo associadas ao microtubulo
(Lambrechts et al., 2004).

N&o se sabe por que os neurénios motores sao seletivamente afetados
com a baixa expressdo do VEGF. Postula-se que os NM sejam mais
vulneraveis aos radicais livres que sdo gerados durante a isquemia e a
hipdéxia (Lambrechts et al., 2004).

Os NM sao as maiores células do corpo humano e seu volume pode ser
5000 vezes maior que o da maioria das células, podendo também ser as
mais compridas (chegando a um metro de comprimento). Adicionalmente,
estes neurbnios mantém uma alta taxa metabdlica e de disparos elétricos,
consumindo grande quantidade de energia para manter as bombas de ions e
restaurar o potencial elétrico das células apdés um potencial de agdo. A
diminuicao da perfusao vascular com a idade talvez possa contribuir também
para a vulnerabilidade seletiva do NM (Skene e Cleveland, 2001; Lambrechts
et al., 2004; Storkebaum et al., 2004).

Com a descoberta do envolvimento do VEGF na ELA em modelos
animais, diversos pesquisadores buscaram encontrar evidéncias do
envolvimento desse gene na doenga em pacientes com ELA.

Lambrechts et al., 2003 realizaram um estudo englobando 1900
pacientes portadores de ELA do tipo familial e esporadico de trés regides da
Europa (900 da Suécia e 1000 da Bélgica e de Birmingham). Os autores
observaram que individuos homozigotos para o haplétipo AAG e AGG para
trés polimorfismos localizados no promotor € na regido 5’ nao traduzida [5’
untranslated region, 5’°UTR (-2578 C/A, -1154 G/A e -634 G/C)] apresentam
1,8 vezes mais chances de desenvolver a ELA (P=0,00004). Essa
combinagdo polimodrfica diminui a expressdao do VEGF para 41% e 30%
respectivamente, quando comparado com o haplétipo CGC.

Lambrechts et al., 2003 dosaram os niveis de VEGF iniciais nos
pacientes europeus com ELA e observaram que os niveis desta enzima
estavam normais. Nao foi encontrada nenhuma correlagdo com a idade de
inicio e ndo é sabido se os niveis de VEGF alteram a progressao da doenga.

Os pacientes portadores de ELA sofrem de hipdxia devido a

insuficiéncia respiratéria que ocorre geralmente nos estagios finais da
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doenca. Os autores afirmam que seria interessante dosar esses niveis de
acordo com o estagio da doenga.

Nesse mesmo trabalho, o grupo estudou modelos animais para a ELA
com a mutagdo G93A no gene da SOD1. Eles verificaram que os animais
que apresentam a mutagdo G93A e a delegdo do HRE neste gene
apresentam uma fraqueza muscular precoce devido a perda dos NM e uma
reducdo no tempo de vida. Os autores administraram VEGF em animais
submetidos a hipdxia e verificaram que houve uma consideravel recuperacao
motora, sugerindo que esta proteina apresentaria um potencial poder
terapéutico.

Entretanto, o VEGF nao esta disponivel para tratamento para pacientes
com ELA porque ele é rapidamente degradado pelo organismo e esta
presente naturalmente no corpo humano. Os autores ressaltam que outros
estudos devem ser realizados antes de utiliza-lo na terapia para a ELA e que
0 maior desafio seria como levar o VEGF diretamente aos neurbnios
motores. Uma das alternativas sugeridas seria o uso de vetores virais.

Azzouz et al., 2004 desenvolveram uma forma de terapia para a ELA
utilizando um sistema de transferéncia génica com o uso de vetores
lentivirais diretamente nos neurdnios. Os autores utilizaram como modelo o

169%A o testaram a eficiéncia da

camundongo com a mutagdo SOD
transferéncia génica antes dos primeiros sintomas de degeneragcao do NM.
Eles verificaram que os animais que foram tratados com o VEGF tiveram um
aumento na expectativa de vida de 38 dias (~30%). Além disso, os animais
tratados tiveram um retardo do inicio e da progressao da doenca. Os niveis
de VEGF dentro da coluna espinhal nos estagios finais da doenga foram
significantemente maiores que nos animais nao tratados. Os dados sugerem
que o tratamento com o uso de vetores lentivirais por meio de transporte
retrogrado foi eficiente e que o VEGF é um potente fator de neuroprotegao.
Storkebaum et al., 2005 verificaram uma outra forma de terapia com o
uso de VEGF. Esses autores utilizaram os mesmos modelos animais
anteriormente estudados, entretanto com transferéncia
intracerebroventricular por meio de transporte anterdgrado. O grupo obteve

sucesso no tratamento e a expectativa de vida aumentou 22 dias.
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1.2.3. HIPOTESES PARA A ELA

Hoje existem inumeras hipoteses para se explicar o mecanismo
patologico responsavel pela ELA. Dentre elas estdo a excitotoxicidade,
estresse oxidativo, acumulo de proteinas, deficiéncia em proteinas
envolvidas no transporte axonal, exposi¢do a reagentes toxicos e exposi¢cao
a metais pesados como o chumbo, mercurio e aluminio.

As quatro principais hipoteses aceitas para se explicar a patologia da

ELA estao representadas na figura 2.

l. Excitotoxicidade

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central, em especial do sistema motor, sendo responsavel por 75%
das transmissdes excitatorias neurais.

Esse aminoacido estd presente nos alimentos e € importante na
transmissao rapida (resposta rapida ao estimulo), cognigdo, memoria,
movimento e sensibilidade.

Existem dois tipos de transportadores de glutamato, o transportador
excitatorio de aminoacido 1 (excitatory amino acid transporters 1 — EAAT1) e

o transportador excitatorio de aminoacido 2 (EAAT2).
Aproximadamente 60-70% dos pacientes com a forma esporadica da ELA tem de 30-90% de perda do

transportador de glutamato EAAT2 astroglial. POStula-se que a disfungao no transporte axonal
resulta na diminuigdo da recaptagcdo do glutamato por alteragbes nestes
receptores. Dessa forma, o glutamato que foi liberado pelo axénio na fenda
sinaptica ndo é reciclado e ocorre uma estimulagdo constante do neurdnio
(excitotoxicidade), causando a liberagao incessante de enzimas degradativas
dentro do neurénio. Assim, o excesso de glutamato leva a superestimulagéo
dos receptores de glutamato ndo-NMDA e NMDA (N-methyl-D-aspartic acid)
podendo resultar em grande influxo de célcio na célula (Figura 3).

Sabe-se que o calcio é essencial para o metabolismo celular, atuando
como segundo mensageiro na sinalizag&o intracelular. Entretanto quando em
excesso pode levar a produgdo excessiva de radicais livres, ativacdo de

proteases, fosfolipases e endonucleases bem como a ativagdo de vias da
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morte celular, apoptose. Consequentemente os neurdnios cerebrais e da
coluna espinhal podem morrer.

Com a descoberta da excitotoxicidade, foi possivel descobrir uma droga
que retarda a liberagédo do glutamato das células nervosas, o Riluzole. Este é
0 Unico medicamento liberado para o tratamento da ELA (ver segdo

tratamento 1.2.4.).

Il. Hipétese Oxidativa

Acredita-se que aliado a excitoxicidade, o estresse oxidativo atuaria na
morte dos neurénios motores em ELA.

Os radicais livres sao os principais componentes da hipétese oxidativa.
Eles representam qualquer atomo, molécula ou ion que possui um ou mais
elétrons livres na sua orbita externa. Esses radicais sao altamente instaveis e
podem gerar danos irreparaveis no DNA, contribuindo para o aparecimento
do cancer e o envelhecimento precoce.

Os EROS, como por exemplo, o 6xido nitrico (NO), superoxido (O2) e o
hidroxil (OH") sdo altamente reativos e podem causar danos celulares em
diversas doencas incluindo a ELA.

Os radicais livres estao presentes na poluicdo atmosférica, na radiagcao
solar, em substancias quimicas e em pesticidas. Entretanto o nosso
organismo também €& capaz de produzi-los.

Aproximadamente 95% do oxigénio proveniente da respiracao aerobica
sdo neutralizados pela cadeia respiratéria celular, cujo produto final é
transformado em &gua, ocorrendo liberagdo de energia. Entretanto os 5%
restantes formam radicais livres. Se esses radicais nao forem
adequadamente combatidos, ou se estiverem sendo formados em excesso,
podem ser prejudiciais ao organismo, pois causam a perda da integridade e
do potencial de membrana, inativagdo enzimatica e degradacéo protéica.
Além disso, estes radicais podem aumentar a permeabilidade da membrana
ao calcio e aos ions metalicos, causando danos celulares como apoptose e

morte celular.
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Mutagdes no gene SOD1 podem levar a um mau funcionamento da
proteina e consequientemente a um aumento na produgao de radicais livres.
Por outro lado, a excitoxicidade ao glutamato pode acelerar esse processo.

Os antioxidantes inibem a oxidagdo dos radicais livres e hoje existem
varios tipos como as enzimas SOD1, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa transferase. Vitaminas como o beta caroteno, carotendides,
Vitamina C, E e suplementos alimentares como a coenzima Q10, acido urico,
acido citrico e malico e melatonina também atuam como antioxidantes. O uso

dessas substancias poderia contribuir como forma de tratamento para a ELA.

lll. Acumulo de proteinas e estrangulamento axonal

Uma outra hipotese aceita para se explicar a patologia da ELA é o
acumulo anormal de proteinas associadas ao estrangulamento axonal.

As inclusbes protéicas ou corpos de inclusdo sao freqlentemente
observados em doengas neurodegenerativas, como por exemplo, na doenca
de Alzheimer (depésito da proteina beta-amildide, produzindo as placas
amildides) e no mal de Parkinson (acumulo de alfa-sinucleina, produzindo os
corpos de Lewy).

Na ELA pode-se observar alteragdes histopatoldégicas como o acumulo
de proteinas como a SOD1, neurofilamentos e corpos de inclusédo
inespecificos.

Mutacbées na SOD1 podem alterar o dobramento da proteina formando
as inclusbes protéicas, que podem ser téxicas para as células. Essas
inclusbes podem ser observadas tanto em pacientes portadores das
mutagdes G93A, G85R e G37R quanto em animais transgénicos portadores
das mesmas mutagbes (Bruijn et al., 1998).

Os mecanismos pelos quais essas inclusbes sdo formadas ainda
permanecem desconhecidos. Qualquer alteragdo em proteinas envolvidas na
via de transporte intracelular (incluindo proteinas transportadoras como a
dineina, microtubulos e neurofilamentos) poderia levar a um acumulo
anormal de proteina e consequentemente a um estrangulamento axonal. Nao
se sabe se esse acumulo é causa ou conseqliéncia da morte dos NM, mas

sabe-se que quando ocorre um bloqueio na célula, isto ira alterar o transporte
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de proteinas através do axdénio gerando o estrangulamento axonal. Isto priva
algumas regides de receber suprimento para a sua sobrevivéncia e

conseqlentemente o neurénio motor morre.

IV. Exposi¢ao a reagentes téxicos

Individuos que estdo expostos a reagentes quimicos utilizados na
agricultura (fertilizantes e pesticidas) tém um risco maior de desenvolver
ELA.

A grande maioria desses reagentes ¢ lipofilica, isto é, sao atraidos por
lipides que compdem as membranas celulares. Essas substancias sao
capazes de se difundirem no cérebro através das membranas celulares
causando sintomas neuroldégicos.

A grande maioria dos pesticidas apresenta neurotoxinas (toxinas que
afetam o sistema nervoso) que em geral ndo possuem cheiro e podem
causar os primeiros sintomas semanas apds a exposi¢ao.

Os soldados que participaram da “Operagcdo Tempestade no Deserto”
sofreram forte exposicdo a reagentes quimicos téxicos e muitos deles
desenvolveram a ELA. Nao se sabe ainda qual reagente foi o causador da

doenga em pelo menos 28 soldados participantes da Guerra do Golfo.

V. Exposicao a metais pesados

Apoés a descoberta da ELA Guam, muitos se questionaram quais seriam
os fatores ambientais que poderiam atuar na patogénese da ELA. Os
moradores das regides proximas de Guam eram expostos a grandes
quantidades de metais pesados como chumbo, mercurio e aluminio. O
acumulo desses metais talvez possa levar a manifestacdo dos sintomas de
ELA.

A toxicidade ao chumbo é causada pela sua afinidade a membrana
celular e mitocondrial, interferindo na acao de diversas enzimas.

Em adultos, o envenenamento por chumbo causa dor abdominal, fadiga,
anemia, sintomas neuroldgicos, irritabilidade, dor de cabega, neuropatia

motora periférica, perda de memoéria e de concentracéo.
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A exposicdo ao mercurio ocorre pela

49

ingestdo de alimentos

contaminados, como o peixe, por exemplo. A exposicdo ao mercurio leva ao

tremor, delirio, insdnia, perda de memoria. A neurotoxicidade resultante do

acumulo de mercurio é caracterizada pela parestesia, “lentificagdo” da fala,

fraqueza muscular, irritabilidade, depressao.

Depdsitos de aluminio e calcio foram encontrados nos neurdnios de

pacientes com ELA Guam.
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Figura. 2: Hipoteses aceitas para a patogénese da esclerose lateral amiotrofica. 1 -
Excitotoxicidade pelo glutamato, 2 - estresse oxidativo, 3 - acumulo de proteinas e 4

estrangulamento axonal.

Ver

texto para mais detalhes.

http://www.mdausa.org/publications/als/als4 6motorn.html

Modificado de
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Figura. 3: Atuagdo do glutamato e do transportador de glutamato em individuos
normais (esquerda) e em pacientes com ELA e mutagbes no gene SOD1 ou nos
transportadores de glutamato. Adaptado de
http://www.mdausa.org/publications/als/als4_3.html

1.2.4. TRATAMENTO

A ELA é uma doencga neurodegenerativa, progressiva e até o momento
incuravel.

Atualmente existe tratamento para evitar a progresséo da doencga e para
amenizar os sintomas, como a fraqueza muscular, disfagia e a insuficiéncia
respiratéria. Recomenda-se a fisioterapia e a hidroginastica que auxiliam na
manutengéo do ténus muscular, prevenindo a rigidez muscular (contraturas).
Os pacientes que apresentam dificuldades de degluticio devem ser
alimentados cuidadosamente evitando o engasgo com os alimentos e em
casos mais graves, os pacientes sao alimentados com o auxilio de um tubo
de gastrostomia. Os problemas respiratérios podem ser diminuidos com o
uso da ventilagao assistida e de aparelhos como o Bipap.

Alguns remédios podem ser utilizados como paliativos para os sintomas
como, por exemplo, drogas que diminuem os espasmos musculares e aliviam
algumas vezes as caibras musculares.

Alguns pacientes apresentam envolvimento pseudobulbar e o uso de

antidepressivo auxilia no combate desses sintomas.
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O uso de creatina tem demonstrado certa eficacia, pois ela auxilia os
neurdénios motores a produzir energia necessaria para sua sobrevivéncia. A
creatina é o suplemento alimentar mais utilizado por atletas.

O Unico medicamento indicado para o combate da ELA é o RILUTEK®
(riluzole), que foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration -
Agéncia de Alimentos e Farmacos dos EUA). O Rilutek € membro dos
benzotiazole e sua férmula molecular é CgHsF3N,OS.

O modo de acdo deste medicamento é desconhecido. Sabe-se,
entretanto que esse remédio foi originalmente desenvolvido como um anti-
convulsivante, mas demonstrou-se que ele tem efeitos bloqueadores da
neurotransmissao glutamateérgica.

Além disso, o Rilutek parece inativar os canais de sodio dependentes de
voltagem e tem a capacidade de interferir na sinalizagdo intracelular.
Observou-se também que esse medicamento retarda a progressao da
doenca em modelos animais transgénicos com mutagdes no gene SOD1, e
em cultura de neurbénios motores de rato, foi observado que o medicamento
evita a morte neuronal.

Em estudos realizados em pacientes e controles, o medicamento parece
retardar a progressdo da doenga. Entretanto, alguns pacientes nao
respondem bem ao medicamento apresentando efeitos colaterais. Outras
vezes o0 paciente ndo apresenta nenhuma alteragao envolvendo o glutamato
e, portanto n&o havera resposta ao medicamento.

Mais detalhes quanto a acao do riluzole pode ser encontrado no site da
Aventis Pharmaceuticals Products Inc (http://www.aventispharma-
us.com/Pls/rilutek_TXT.html).

Outras formas de terapia tém sido testadas com o intuito de tratar a
ELA.

O uso de antioxidantes poderia combater o excesso de radicais livres e
aparentemente os efeitos parecem ser benéficos. As vitaminas C e E sao as

mais utilizadas.



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 52

1.3  Objetivos
Em vista disso, os objetivos dessa tese foram:

e Caracterizar uma nova forma de doenga do neurdnio motor;

e Mapear um novo loco para a ELAS;
e Identificar um novo gene para a ELAS,;

e Triagem de mutagcdo em novas familias com suspeita de doenga do

neurdnio motor;
e Estudar a funcéo e caracterizar a proteina VAP-B;

¢ Inativar a proteina VAP-B por meio de RNA de interferéncia;
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1. Pacientes e controles

Os pacientes foram avaliados clinicamente por neurologistas e encaminhados
ao Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH), no Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo (IB-USP). Os diagndsticos foram variaveis como distrofia
muscular, amiotrofia espinhal do tipo adulto, esclerose lateral amiotréfica ou
simplesmente doenga do neurénio motor.

A primeira familia (aqui denominada familia 1 — Figura 4a e b) foi inicialmente
estudada no final da década de 70 pelo Dr. Antonio Richieri-Costa. Suspeitou-se na
época de amiotrofia espinhal do tipo Finkel. Uma segunda familia (familia 2, Figura
4c) apresentou sintomas semelhantes e verificou-se que ambas residem na cidade
de Guarani (Minas Gerais) e arredores (Figura 5). Na época contabilizou-se 80
individuos portadores da doenga.

Coletou-se uma amostra de sangue e realizou-se avaliagdo clinica e
neurolégica em aproximadamente 50 pacientes dessas familias ao longo das
décadas de 80 e 90 e mais recentemente em 2003 e 2005. As avaliagdes clinicas e
neurolégicas foram realizadas pelo Dr. Anténio Richieri-Costa e pelo Dr. Fernando
Kok.

Trés irmandades inicialmente nao relacionadas foram encaminhadas para o
nosso centro pela Dra. Helga C. A. Silva e Dr. Luiz Felipe Rocha Vasconcelos, com
uma suspeita de doencga do neurénio motor (uma forma atipica de esclerose lateral
amiotrofica e/ou amiotrofia espinhal) entre 2001 e 2002. Mutagbes no gene da
SOD1 (superoxido dismutase 1) e SMN1 foram previamente excluidas e apds
entrevista e o levantamento da genealogia, verificou-se que as trés irmandades

fazem parte da mesma familia (familia 3) Figura 4d e 4e.
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Figura. 4: Heredogramas das familias com mutagdo no gene VAP-B. Familia 1 (a
— completa, b — resumida); familia 2 (c); familia 3 (d — completa, e — resumida)
esta irmandade foi a estudada para mapear o loco ELAS; familia 4 (f — completa,
g — resumida); familia 5 (h), familia 6 (i), familia 7 (j) e familia 8 (I — completa, m
— resumida).

Os membros dessa familia residem em cidades de Minas Gerais (Mutum,
Ouro Preto e Belo Horizonte), Rio de Janeiro, Espirito Santo e Sdo Paulo (Figura
5).

Estes pacientes foram atendidos no CEGH e outros em visita domiciliar,
nos quais foram avaliados clinicamente pela Dra. Helga Silva.

Um resumo da avaliagdo clinica e neurologica dos pacientes com ELAS8

incluidos nesse trabalho pode ser visualizado na tabela 14 do capitulo 13.

Minas Gerais

Muturm
N

¥-Belo Horizonte

Uba

Rio Pormba- :1—P|n::11_'1k}::1

Riot e Guarani
: —
Juiz de Fora

Rio de Janeirog

'Sao Paulo

Figura. 5: Distribuicdo dos pacientes portadores de ELA8 no Brasil.

Foram coletados DNA de 25 individuos da familia 3 (11 pacientes e 14
individuos clinicamente normais). Como essa doenga tem inicio tardio, optou-se
por incluir os individuos clinicamente normais com idade superior a 65 anos. (ver

capitulo 3).



Capitulos 2 — Pacientes e Métodos 65

A analise clinica e neurolégica desta familia mostrou se tratar de uma
forma de Esclerose Lateral amiotréfica/Doenga do Neurdnio motor (ELA/DNM),
de acordo com os critérios estabelecidos pelo E/ Escorial (Brooks et al., 2000).

Apods o processamento do material bioldgico, foram excluidos os locos ja
conhecidos para a ELA (Tabela 2) e iniciou-se 0 mapeamento de um novo gene.

Outras cinco familias (familias 4, 5, 6, 7 e 8 — Figuras 4f — m) com
diagnoéstico semelhante foram encaminhadas ao CEGH para avaliagao.

Esta nova forma de doenga do neurdnio motor foi denominada ELA tipo 8
(amyotrophic lateral sclerosis type 8 - ALS8) pelo Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM) — MIM,608627.

Os pacientes com Doenga de Alzheimer foram encaminhados ao CEGH
ap6s avaliagao clinica, neurolégica e psiquiatrica pelo Dr. Ricardo Nitrini, Dra.
Valéria Santoro Bahia, Dr. Paulo Roberto de Brito-Marques e Dr. Paulo
Bertolucci.

O grupo controle foi selecionado de acordo com a idade, sexo e grupo
étnico. O DNA desses individuos pertence ao banco de DNAs do CEGH. Além
disso, o grupo controle para os estudos em Doencga de Alzheimer foi selecionado
ap6s entrevista e aplicagdao dos testes Mini-Mental State Exam (MMSE) e
Clinical Dementia Rating (CDR) realizados pela autora, pelos estudantes do
CEGH e estudantes e funcionarios da Universidade de Sao Paulo, Universidade
Federal de S&o Paulo, Universidade Federal de Pernambuco e Faculdade de
Medicina de Recife. Uma parte dos individuos controles incluidos nesta tese
pertence ao grupo de idosos que freqlientam o Centro de Praticas Esportivas
(CEPE), USP.

Todos os individuos mencionados no presente trabalho foram informados e

consentiram em participar da pesquisa.

2. Métodos
2.1. Extracao de DNA de sangue periférico
O DNA foi extraido segundo metodologia descrita por Miller et al., 1988

e adaptada para a utilizagdo em nosso laboratério.

Inicialmente 10 ml de sangue periférico de cada individuo foram
coletados em tubo contendo EDTA 5% (200ul para cada 5 ml de sangue) e

homogeneizados. O protocolo esta descrito a seguir:
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e Transferir o sangue para um tubo de propileno completando para 50ml
com solugao de lise (1550mM NH,CI; 100mM KHCOg3; 10mM EDTA
pH=7,4) e homogeneizar, invertendo o tubo varias vezes;

e Manter o tubo no gelo por 30 minutos para a lise da membrana celular;

e Centrifugar por 15 minutos a 1.800 rotagdes por minuto (rpm);

o Desprezar o sobrenadante e lavar o precipitado em 10ml de solugéo de
lise;

e Centrifugar por 5 minutos a 1,800 rpm;

e Desprezar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 3 ml de
solucdo de lise de membrana nuclear (100mM Tris-HCI pH=8,0; 4M
NaCl; 20mM EDTA pH=8,2);

e Adicionar 50ul de pronase E ou 70ul de proteinase K na concentragcéo
de 10mg/ml e 300ul de SDS 10%;

e Homogeneizar levemente e incubar a temperatura de 37°C por um
periodo de 12 - 24 horas;

e ApOs a incubacgao, adicionar 1ml de 6M NaCl e misturar vigorosamente;

o Centrifugar por 20 minutos a 2.500 rpm;

e Transferir o sobrenadante para um tubo limpo e centrifugar novamente
por 15 minutos a 2.500 rpm;

e Transferir o sobrenadante para um tubo de vidro. Precipitar o DNA
adicionando-se duas vezes o volume de etanol absoluto e invertendo
algumas vezes cuidadosamente;

e Coletar o DNA com um auxilio de um capilar de vidro com a
extremidade soldada;

e Lavar o DNA em etanol 70%;

e Colocar o DNA em um tubo de microcentrifuga devidamente
identificado;

o Dissolver o DNA no tubo acrescentando-se 400ul de solucdo de TE™
(10mM Tris-Hcl pH=8,0; 100uM EDTA pH=7,4) e desprezar o capilar de
vidro;

e Incubar a 65°C por 30 minutos e

e Armazenar as amostras a 4°C.
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2.2. Analise de DNA
2.2.1. Amplificagao do DNA por meio da técnica de Reacao de Cadeia da
Polimerase

O fragmento de DNA foi amplificado pro meio da reagdo da cadeia da
polimerase (do inglés PCR- Polymerase Chain Reaction) desenvolvida e
modificada por Saiki et al., 1985.

Foram utilizadas no presente trabalho diferentes condi¢des de PCR (para
analise de microssatélite utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers)
fluorescentes ou dNTP com marcagao do isotopo P3,. A seguir, sera descrito

somente o protocolo padréo:

Adicionar os seguintes reagentes em um tubo de microcentrifuga para o

volume final de 10ul":

Reagentes Volume Concentragao final

10X PCR Buffer 1ul 1X

25mM dNTP mix 1ul 0,25mM de dATP, dgTP, dTTP e dCTP
50mM MgCl; 0,3ul 1,5mM

Primer mix (20uM) 0,5ul 10uM de cada

DNA 1ul 100ng

Agua destilada 5,64l -

Taq DNA Polymerase (5U/ul) 0,1ul 0,5U

(Invitrogen Life technologies)
n° cat. 11615-010

As condicdes da PCR foram:
e Incubar os tubos no termociclador a 94°C por 5 minutos até a completa
desnaturacado do DNA,

e Realizar 25-35 ciclos de amplificagédo de PCR a seguir:

o Desnaturagao 94°C por 30 segundos
e Hibridagao (annealing) 55° - 63°C por 30 segundos
o Extensao 72°C por 40 segundos

' Em algumas reagées foram adicionadas 5 ou 10% de DMSO para melhor amplificagdo
do fragmento de DNA.
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e Incubar a temperatura de 72°C por 6-10 minutos (extensdo final) e
manter a reagédo a 10°C. As amostras podem ser estocadas a 4°C até o
uso.

e Analisar o produto da amplificagao por meio de eletroforese em um gel
de agarose 1,5% a 130V por 40 minutos. Aproximadamente 3ul de
produto de PCR foram adicionados a 2ul de tampé&o de corrida (BFB —
sucrose 40%; bromofenol blue 0,25%) e aplicados no gel juntamente
com um marcador de peso molecular conhecido.

e Visualizar o produto de PCR com coloragdo de brometo de etidio
(0,5ug/ml) em um transluminador de luz ultravioleta (ndo se realiza

essa Ultima etapa para analise de microssatélites).

l. Analise de microssatélites
A analise de microssatélites foi utilizada para o mapeamento do loco ELAS.

Inicialmente utilizaram-se marcadores fluorescentes do kit ABI Prism ™ Linkage
Mapping Set Version 2 (Applied Biosystems) e ap6s a identificagdo do novo loco
para ELAS8, optou-se utilizar PCR radioativo (com a introdugao do is6topo P3y)

para diminuir a regiao de ligacéo.

1. PCR fluorescente
Foram utilizados marcadores do kit, que consiste de 28 painéis de
oligonucleotideos iniciadores marcados com trés fluordforos diferentes (NED,
HEX e FAM), no qual cada marcador esta disperso em aproximadamente 10cM.
Cada painel contém de 10 a 20 oligonucleotideos iniciadores e contém no total
400 oligonucleotideos iniciadores.
Apés a amplificagdo do fragmento alvo, o produto de PCR ¢é diluido em

agua, de acordo com o fluoréforo utilizado.

e Produto de PCR marcado com FAM ou HEX — diluigédo 1:20
e Produto de PCR marcado com NED — diluig&do 1:10

A seguir, adiciona-se em um tubo de microcentrifuga:
0,3ul de Size Standard (MegaBACE ET550-R Size Standard 25-6550-02);

2,7ul Tween 20 (0,1%);
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2pl de produto de PCR diluido

O produto final analisado no Sequenciador Amersham Mega Bace 1000
DNA Sequencers e analisado com o auxilio do programa Mega Bace genetic

Profiler version 1.5, conforme instrugbes do fabricante.

.2. PCR com isétopo radioativo (P3;)

A PCR foi realizada de acordo com os procedimentos padrdes, exceto a
adigdo de 0,075ul de dCTP marcado com o is6topo P3;. O mix de dNTP é
composto de 0,2mM de dATP, dgTP, dTTP e 2,5uM de dCTP

Doze marcadores adicionais foram utilizados para diminuir a regido de

ligagdo no cromossomo 20 (Tabela 3).

O produto de PCR foi misturado com 8ul de corante SSCP — loading
buffer (95% formamida, 0,02M EDTA, 0,5% xilenocianol e 0,5% bromofenol
blue) e posteriormente desnaturado a 94°C por 5 minutos e submetido a
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 6,5% (1 bis-acrilamida:19
acrilamida), 40% uréia e TBE 1X (Tris 89mM, acido bérico 89mM, EDTA
2mM) e submetido a corrida a 2000V, 60mA e 90W por 1 hora e 30 minutos
em tampao TBE 1X. Em seguida o gel foi drenado a 80°C com auxilio de uma
bomba a vacuo por 30 minutos e exposto a filme de raio-X (X-OMAT, Kodak)
em um chassis contendo intensificadores por um periodo de 2 — 24 horas,
dependendo da intensidade da radiagdo emitida (monitorada com um

contador Geiger).

Il. Triagem de mutagdes no gene VAP-B
As condigbes utilizadas para a triagem de mutagdes assim como a
seqiéncia dos oligonucleotideos iniciadores para o gene VAP-B podem ser

observadas no Tabela 4.

2.3. Andlise de LOD Score
A anadlise dos gendtipos obtidos para cada analise foi realizada com o
auxilio do programa de computador MLINK do pacote FASTLINK (Lathrop et
al., 1984. Terwilliger et al., 1994).
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Os resultados foram calculados para varias fragdes de recombinacao (0)
diferentes, desde 0 =0 (equivalente a 0 cM, isto &, nenhuma recombinagao
entre o marcador e o loco da doencga) até 6 = 5 (equivalente a 50 cM, isto €,

segregagéo ao acaso), seguindo a formula:

Probabilidade dos locos estarem ligados em 6
Z=log 10

Probabilidade dos locos terem segregacgéo independente

Os valores de Z sao denominados /lod scores (do inglés logarithm of the
odd, de onde vem a sigla lod) ou em portugués, “logaritmo das chances”. Em
um conjunto de familias, a probabilidade total de ligagdo é o produto das
probabilidades de cada familia individualmente. Assim, como s&o logaritmos,
os valores de lod score das diferentes familias podem ser somados.

Os valores positivos para Z sugerem que € mais provavel a ligagéo
entre dois locos préximos, enquanto que valores negativos indicam que a
probabilidade dos dois locos nado estarem ligados € maior. Por se tratar de
uma fungao logaritmica, o valor de lod score maior ou igual a 3 equivale a
uma chance de 1000:1 a favor da ligagdo (logso (1000) = 3). A ligagdo pode
ser rejeitada se Z< -2,0. Valores de Z entre —2 e +3 sdo n&o-conclusivos. Para
a estimativa da distancia genética entre dois locos ligados, considera-se o
valor de 6 no qual o Z é maior (Zmax). Essa analise é possivel somente para
dois locos, sendo denominado, portanto, “mapeamento de dois pontos” (lod

score two-point).

A andlise de ligagdo com os dados de mais de dois locos
simultaneamente é denominado “analise multipontos” (lod score multipoint
analysis). Essa andlise é uma extensdo do lod score dois pontos e é
especialmente Util para estabelecer a ordem cromossémica em um conjunto

de locos ligados.

Quando a andlise de dois pontos é utilizada, ndo é possivel saber
exatamente se onde loco da doenga esta localizado em relagdo ao marcador,
entretanto com a analise de multipontos é possivel estabelecer a sua provavel

localizagao entre os marcadores.
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A “andlise multipontos” foi possivel com o auxilio do programa de
computador GENEHUNTER (Sobel et al., 1996) Por fim, é possivel montar

uma curva de probabilidades (Z) versus localizagdo no mapa (cM).

A ordem dos marcadores foi baseada em trés diferentes mapas
genéticos disponiveis online. Foram consultados os mapas genéticos do
Marshfield (The Center for Medical Genetics, Marshfield Medical Research
Foundation database), National Center for Biotechnology Information (NCBI) e
Ensembl database. Todas as informagdes dos marcadores de microssatélites
foram obtidas do UNISTS do NCBI/ e Genome Databank.

Como as frequéncias alélicas variam de acordo com a populagao
estudada, foram analisados pelo menos 30 cromossomos de controles
normais brasileiros. Para as analises de lod score dois pontos e multipontos,
foram considerados os pardmetros de heranga autossémica dominante com
penetrancia 1 e taxas de recombinagao iguais entre homens e mulheres e a

frequéncia do gene de 0,0001.

Inicialmente foi realizada a analise de dois pontos e em seguida,

realizamos a analise de multipontos.

24. Seqiienciamento
2.4.1. Purificagao

O produto de PCR contém muitas impurezas e para se obter uma
sequéncia de boa resolugao é necessaria a realizagao da “purificagao”.

Duas enzimas foram utilizadas na purificagdo do produto de PCR: a
éxonuclease, que degrada residuos de DNA fita Unica e a SAP (Shrimp alkaline
phosphatase), que hidroliza dNTP do mix do PCR.

10 pl produto de PCR
0,5 ul de éxonuclease
1 ul de SAP

Deixar a 37°C por 1 hora e aquecer a 80°C por 20 minutos. Armazenar a

4°C ou realizar a reagao de seqliéncia imediatamente.
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2.4.2. Reacao de seqiiéncia

Adicionar em um tubo de microcentrifuga:

2ul de PCR (depende da concentragéo)

5ul de Pré-Mix (Amersham Biosciences, UK)

1ul de primer (5 uM)

Completar para 10 ul de H20 Mili-Q

Aquecer a 95°C por 20 segundos e resfriar a 60°C por 1 minuto e 15
segundos. Repetir o ciclo 25 vezes. Armazenar a 4°C até a precipitagao.

O produto de PCR deve estar em uma concentragdo aproximada de 20-
50ng/ul. Separar o produto purificado em dois tubos para cada reagdo, um para
a fita 5>3’ (forward) e outra no sentido contrario 3'>5(reverse). O pré-mix
contém tampédo e nucleotideos dideoxi (ddNTP). Os nucleotideos ddNTP sao
quimicamente modificados contendo marcadores fluorescentes diferentes e é
usado combinado a outros dNTPs.

A temperatura de extensdo é diminuida de 72°C a 60°C para permitir a
incorporacado do ddNTP marcado. Quando um ddNTP é incorporado, reacéo de
extensao se finaliza. Apos 30-40 ciclos, havera dentro do tubo iniUmeras cadeias
de diferentes tamanhos contendo diferentes marcadores fluorescentes na sua
porgéo final. Eles apresentardo um padrao de migrardo diferencial em gel de
eletroforese de acordo com o seu tamanho. O fluoréforo sera detectado com a
utilizacdo de um sequenciador automatico, pois as moléculas de fluoréforo
excitadas emitirao uma luz de distintas cores dependendo do marcador
associado a cada nucleotideo. Este sinal é captado em um espectografo que
separara as luzes de acordo com o seu comprimento de onda e sera

armazenado no aparelho.

2.5. Cultura de células CHO
As células CHO (Chinese Hamster Qvary) foram cultivadas em
monocamada em frascos de 175 cm® (Corning Inc. cat N. 431080) contendo

meio de cultura.

Meio de Cultura:
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500ml de meio Ham F-12 (HAM) com glutamina [Invitrogen — cat. N.
21765-029]
50ml de soro fetal bovino [Autogen Bioclear — cat. N. S0115]

5ml 100X Penicilina/estreptomicina [Invitrogen — cat N. 15070-063]

As células foram mantidas a 37°C em estufa de CO; 5%. Apds atingir
confluéncia de 80-90% as células foram transferidas para outro frasco
(passagem). As células CHO podem ser repicadas até a passagem 40.

2.5.1. Passagem

Apds remover o meio de cultura, lavar brevemente as células com 3ml
contendo uma solugao de tripsina (0,05%) — EDTA (0,53mM) (Invitrogen — cat N.
25300-062). Adicionar novamente 3ml de tripsina — EDTA e deixar na estufa a
37°C por 1-2 minutos. A tripsina auxilia na liberagdo das células CHO e se torna
ativa somente a 37°C. Retirar os frascos da estufa e bater vigorosamente
auxiliando na liberagdo das células. Adicionar 7ml de meio de cultura para
inativar a agao da tripsina e homogeneizar gentilmente com o auxilio de uma
pipeta para evitar a formagcdo de agregados celulares. Avaliar a densidade
celular com o auxilio de um hemocitdmetro, se necessario.

Em um novo frasco de 175 cm®, anotar o nimero da passagem e os dados
pertinentes ao experimento. Adicionar 20ml de meio de cultura e de 1,5 a 2ml de
meio contendo as células CHO ou aproximadamente 1,5 X 10° células.
Acondicionar na estufa a 37°C por trés dias (80-90% confluéncia) até a proxima
passagem ou congelar em nitrogénio liquido. Para o congelamento, as células
devem estar em meio de cultura contendo 10% DMSO. Deixar inicialmente a -
20°C por 10 minutos, posteriormente deixar a -80°C até o dia seguinte e

transferir para o nitrogénio liquido.

2.6. RNA de interferéncia (RNAI)
2.6.1. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram baseados em programas da companhia
Ambion e Promega. Os oligonucleotideos contém em sua extremidade 5’sitio de
ligagdo para a enzima Bgl Il e na por¢do 3’ sitio de ligagédo para Hind Il (Figura
6).

A sua localizacdo no cDNA da VAP-B pode ser observado na figura 7.

Os oligonucleotideos foram diluidos a 3mg/ml.
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2.6.2. Reacao de anelamento (annealing)

Aproximadamente 1ul de cada primer (forward + reverse) e 48 ul de
annealing buffer (100mM NaCl and 50mM HEPES pH 7,4)

Incubar o mix a 90°C durante 5 minutos, manter a 70°C por 10 minutos e
resfriar lentamente até 37°C por 20 minutos e deixar a temperatura ambiente até
0 USO.

Linearizar o vetor pSuper.gfp/neo (Oligoengine) utilizando as enzimas de
restricdo Bgl Il e Hind Il a 37°C por duas horas.

Realizar a ligagdo entre os oligos e o vetor pSuper adicionando T4 DNA
ligase. Transformar o vetor em bactéria (Max competent DH5-a cells, Invitrogen
UK Cat. N. 18258-012) e identificar a coldnia correta. Somente as coldnias com
o inserto (oligonucleotideos anelados) devem ser utilizadas na transfecgao.

Confirmar o inserto seqlienciando o plasmideo. Utilizar o M13 reverse
primer (A ACAGCTATGACCATG).

Informagbes adicionais podem ser visualizadas em www.oligoengine.com .

2.6.3. Transfecgédo

Um dia antes da transfeccdo, plaquear aproximadamente 2-10 X10°
células CHO em uma placa de 100 mm e adicionar aproximadamente 10 ml de
meio de cultura (F712-Ham). Incubar a 37°C em uma estufa de CO, ate as células
atingirem 50-80% de confluéncia.

No dia da transfecgéo retirar o meio de cultura e adicionar um meio sem
soro (neste caso foi utilizado Opti-Mem (Invitrogen cat N. 31985-047))

Misturar em um tubo de polipropileno 8-10ug de DNA e 800ul Opti-Mem

Em outro tubo misturar 30ul de lipofectamina (¢ um lipossomo que auxilia
na transfecgdo — Invitrogen cat N.18324-020) e 800ul Opti-Mem

Juntar as duas solugbes e deixar a temperatura ambiente por 15-45
minutos para que ocorra a formagao do complexo DNA-lipossomo

Acrescentar 6,4ml de Opti-Mem e gentiimente adicionar a solugdo nas
células CHO. Incubar as células a 37°C em uma estufa de CO, por no minimo 5
horas.

Adicionar 8ml de meio de Cultura F12 (Ham) sem remover a solugéo de

transfeccao.
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No dia seguinte substituir o meio de cultura. A transfeccao é transiente e

utilizar 24-72 horas apés transfecgao.
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VAP-B-RNAil (éxon 3 VAP-B)
5"-GATCCCCGTTACAGCCTTTCGATTATTTCAAGAGAATAATCGAAAGGCTGTAACTTTTTA-3"

3'- GGGCAATGTCGGAAAGCTAATAAAGTTCTCTTATTAGCTTTCCGACATTGAAAAATTCGA-5"
(Ballh) Seq. VAP-B senso Hairpin Seq. VAP-B anti-senso  (Hind Ill)

VAP-B-RNAi2 (éxon 4 VAP-B)
5"-GATCCCCGAAGACCTTATGGATTCAATTCAAGAGATTGAATCCATAAGGTCTTCTTTTTA=3"

3'- GGGCTTCTGGAATACCTAAGTTAAGTTCTCTAACTTAGGTATTCCAGAAGAAAAATTCGA-5"

VAP-B-RNAi3 (éxon 3 VAP-B)
5"-GATCCCCGATGTTACAGCCTTTCGATTTCAAGAGAATCGAAAGGCTGTAACATCTTTTTA-3"

3'- GGGCTACAATGTCGGAAAGCTAAAGTTCTCTTAGCTTTCCGACATTGTAGAAAAATTCGA-5'

Figura. 6: Seqliéncia de trés pares de oligonucleotideos utilizados para os experimentos de RNA de interferéncia (em vermelho — sitio
de restricdo para as enzimas Bgl Il e Hind Ill, em azul — seqliéncia senso e anti-senso da VAP-B e em preto seqliéncia hairpin).
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ATGGCGAAGGTGGAGCAGGTCCTGAGCCTCGAGCCGCAGCACGAGCTCAAATTCC
GAGGTCCCTTCACCGATGTTGTCACCACCAACCTAAAGCTTGGCAACCCGACAGA
CCGAAATGTGTGTTTTAAGGTGAAGACTACAGCACCACGTAGGTACTGTGTGAGG
CCCAACAGCGGAATCATCGATGCAGGGGCCTCAATTAATGTATCTGTGATGTTAC
AGCCTTTCGATTATGATCCCAATGAGAAAAGTAAACACAAGTTTATGGTTCAGTC
TATGTTTGCTCCAACTGACACTTCAGATATGGAAGCAGTATGGAAGGAGGCAAAA
CCGGAAGACCTTATGGATTCAAAACTTAGATGTGTGTTTGAATTGCCAGCAGAGA
ATGATAAACCACATGATGTAGAAATAAATAAAATTATATCCACAACTGCATCAAA
GACAGAAACACCAATAGTGTCTAAGTCTCTGAGTTCTTCTTTGGATGACACCGAA
GTTAAGAAGGTTATGGAAGAATGTAAGAGGCTGCAAGGTGAAGTTCAGAGGCTAC
GGGAGGAGAACAAGCAGTTCAAGGAAGAAGATGGACTGCGGATGAGGAAGACAGT
GCAGAGCAACAGCCCCATTTCAGCATTAGCCCCAACTGGGAAGGAAGAAGGCCTT
AGCACCCGGCTCTTGGCTCTGGTGGTTTTGTTCTTTATCGTTGGTGTAATTATTG
GGAAGATTGCCTTGTA

Figura. 7: Sequéncia de cDNA da VAP-B. Os éxons podem ser visualizados em
preto e azul. Os oligonucleotideos estdo diferenciados (sublinhado ou em
vermelho) e estao localizados nos éxons 3 e 4.

2.6.4. Lisado celular

Extrair proteinas celulares por meio de solucéo de lise.

Apbs a transfecgdo (24-72hs), lavar a monocamada com PBS e adicionar a
solugao de lise. Raspar as células e recolher a solugdo contendo as mesmas em
um tubo de 1.5 ml. Deixar no gelo por 20 minutos.

Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Transferir o sobrenadante em um novo tubo.

Ler a concentragao de proteina e aliquotar.

2.6.5. Western blot

Para cada amostra, foram utilizados 10ug de proteinas.

Adicionou-se 1X loading buffer (4X loading buffer; 50mM Tris-HCI pH 6,8;
10% SDS; 2% glicerol e 0,5% de bromofenol blue). Adicionar DTT 1:5 somente
quando for realizar a eletroforese. Aquecer as amostras a 95C por 10 minutos.
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Preparar o gel de poliacrilamida 10% (0,75mm):

Acrilamida 30% 1,67ml
1,5M Tris-HCI (pH8,8) 1,25ml
10% SDS 0,05ml
10% APS 25ul
TEMED 2ul
Agua 2,05ml

Esperar polimerizar durante 30 minutos e preparar o gel de acrilamida

4%.

Stacking gel

Acrilamida 30% 0,13ml

0,5M Tris-HCI (pH6,8) 0,25ml

10% SDS 10ul

10% APS 5ul

TEMED Tul

Agua 0,61ml

Deixar polimerizar por 30 minutos a temperatura ambiente e aplicar as
amostras.

Eletroforese de proteinas

Ferver os extratos por 10 minutos, centrifugar e aplicar no gel de
poliacrilamida 10%, com stacking gel de 4% e correr com 500 mL de tampé&o de
corrida 120 V.

L. Transferéncia para membrana de nitrocelulose

e Apods a corrida, separar uma cuba e adicionar o tampao de corrida (20%
metanol). Adicionar a membana de nitrocelulose (Hybond, Amersham
Bioscience, Cat. N. RPN303P) no tampé&o.

e Separar papel de filtro e mergulhar no tampao de transferéncia.

e Colocar na seguinte ordem: papel de filtro, gel de acrilamida, membrana
de nitrocelulose e papel de filtro previamente mergulhado em tampéo de

transferéncia. Evitar formagao de bolhas de ar.
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e Eletroforese por aproximadamente 2 horas a 65mA

e Lavar a membrana com TBS (2 vezes por 5 minutos). A membrana deve
ser corada imediatamente ou secar e estocar a 4°C para posterior
revelagao

e Lavar a membrana em TBS contendo 0,3% Tween 20 a temperatura
ambiente por 30 minutos.

e Lavar em TBS contendo 0,3% Tween 20 (3 vezes por 5 minutos)

e Lavar com agua destilada para remover o excesso de sal.

e Incubar a membrana com PROTOGOLD (BBInternational) e manter em
continua agitacdo. As proteinas irdo aparecer em rosa em poucos
minutos. Deixar no maximo 30 minutos no agitador.

e Lavar a membrana (5 vezes por 2 minutos) com agua destilada para
remover o excesso de PROTOGOLD.

e Bloquear a membrana com uma solugdo de TBS contendo10% leite e
0,1%Tween 20

e Incubar com o anticorpo primario diluido em solugdo de TBS contendo
3% de leite e 0,1% Tween 20 overnight a 20C em continua agitagao

¢ No dia seguinte, lavar a membrana com TBS contendo 3% de leite e
0,1% Tween 20 (3 vezes por 5 minutos)

e Incubar com o anticorpo secundario no mesmo tampao por
aproximadamente 30 minutos

e Lavar a membrana com a mesma solugao (3 vezes por 5 minutos)

e Lavar com TBS (3 vezes por 5 minutos)

Il. Revelagao
O kit de quimioluminiscéncia (ChemiLucent — Chemicon International — Cat. N.
2600) foi utilizado neste experimento.

e Preparar 1:1000 diluicdo de solugido de Peroxido com Perdxido Buffer e
adicionar o mesmo volume de ChemilLucent luminol/enhancer. Manter em
continua agitagao por 5 minutos

e Colocar a membrana em um saco plastico

o Expor a membrana em um filme de raio X dentro de um cassete.
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2.7. Analise de haploétipos

Os hapotipos foram inferidos de acordo com a segregagéo dos alelos e
confirmados com o uso do programa GC (gene-counting) Zhao et al., 2002.

A origem da mutacao foi estimada utilizando a probabilidade das chances
com o programa Estiage (Genin et al., 2004).

2.8. Solugodes

4% PFA (paraformaldeido)
REAGENTE TOXICO

Preparar 500ml de buffer Fosfato
40mM NaH,PO, 1H20

160mM Na,HPO,

Dissolver a 60°C

40g de paraformaldeido

1-3 gotas de 10M NaOH

500ml de agua

Uma vez dissolvido, adicionar buffer fosfato e acertar o pH para 7-7,4

Aliquotar e estocar a -20°C

Buffer TBE (pH 8,3)
90mM Tris

88,95mM acido ortobdrico
3,35mM EDTA

Buffer TE
10mM Tris (pH 7,5)
1mM EDTA

LB liquido
25g LB

1L agua
Autoclavar
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LB/agar ampicilina

25g LB (ou 5g de triptona, 2,5g de levedura, 2,5g NaCl e 0,5g de
glucose para 500ml de solugéo final)

1,5-2% Agar

Ajustar o pH a 7 (NAOH 5N)

Autoclavar e resfriar a 50°C

Adicionar ampicilina (100ug/ml)

Colocar 25ml em placas de petri e armazenar a 4°C até o uso

PBS (10X - 1L)
1,4M NaCl

27mM KCI

25mM NaHPO,
23mM NaH,PO4H,0

PBST (10X - 1L)
1,4M NaCl

27mM KCI

25mM Na,HPO,
23mM NaH,PO4H,0O
0,5% Tween 20

Stripping buffer para blots
100mM Beta-mercaptoetanol
62,5mM Tris-HCI ph=6,7

2% SDS

50°C por 30 minutos

Lavar duas vezes por 10 minutos em TBST

Solucao de lise
50mM Tris-HCI pH=7.6
150mM NacCl

1mM EDTA

1% Triton
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1X Protein Inhibitor (Cocktail tablet — Roche 11 697498 001)

Tampao de corrida (10X) — 1 L (western blot)
250mM Tris

1,92M Glicina

1% SDS

1L agua

Recomenda-se estocar a 4°C.

Solugao de transferéncia (10X) — 1 L (western blot)

250mM Tris

1,92M Glicina

0,2% SDS

1L agua

Adicionar 20% metanol somente quando for transferir as amostras para

a membrana.

TBS (10X - 1L) pH=7,6
24,2 g Tris (50mM)
80g NaCl (50mM)

TBST (10X - 1L) pH=7,6
24,2 g Tris (50mM)

80g NaCl (50mM)

0,5% Tween 20
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Tabela 3: Marcadores utilizados para restringir a regido de ligagao no cromossomo 20.

83

Tamanho do Posicdo no mapa genético Sequiéncia dos oligonucleotideos iniciadores
Marcador Frequéncia produto de PCR 1 2
(pb) Ensembl NCBI forward reverse

D20S857 0.841 204-220 50793693 - 50793908 49541678-49541893 GGGCACCCATAGGTCTCT TTTCACAGGGAGTAGGGCT
D20S1083 0.667 141-157 ? 50067981-50068124 GGTGGTGATGGAGTCTGAAG TATTTTCTATCCTTCAAGCTACCC
D20S839 0.693 204-252 51707213 - 51707456  50455198-50455441 TGCCCATCAGTGATTAGGA GGTGAACTGTGACCAGAACATT
D20S833 0.510 208-261 51736774 - 51737025 50484759-50485010 CCAAGGGGATTTGCTTTTTGTTAG  GGTGACTGGGTGAGTGCC
D20S606 0.788 144-159 52247613 - 52247764  50995598-50995749  GAAACAGAGCCAACAGGGTA CTGCAGACAGAAGGTTGCTT
D20S183 0.550 253-263 52695461 - 52695713 51443446-51443698 TGCACATAAAACAGCCAGC CCGGGATACCGACATTG
D20S840 0.820 123-165 52832775 - 52832933 51580760-51580918 CCATGAAATGGGTTGAAGTC GGCAAATTCCAGCCTCAC
D20S211 0.650 134-158 52854097 - 52854236 51602082-51602221 TTGGAATCAATGGAGCAAAA AGCTTTACCCAATGTGGTCC
D20S1148 0.500 217 56826485 - 56826706 ? GAAATCTTAGCATGCCTCCA AAATATCACACAGACACATGTGC
D20S430 0.727 215 56835482 - 56835680 55583467-55583665 GAATTCTGCCTGGGCAGTG GGAACAATGAATACAAGGGTG
D20S1102 - 140 57705761 - 57705898 56453746-56453883 GAAGAGTTTCTCTCTTCCCTTGC CGCCTAGGTCCAAGTCTGAG
D20S164 0.667 205 57738777 - 57738965 56486762-56486950 ATGAGGCTGGCAGACTCG GGGTGCTAGGTGTGCTCA
D20S496 - 206-207 57921598 - 57921802 56669583-56669787 GGCTGAACAGTTTGAAGATATGG TGCTGCCTGAAAAAGGAAGT
D20S94 0.900 140 58180867 - 58181010 56928852-56928995 GAACCAAGGAAGTTGTTCAAC TTGCTCCAACCAGGAGGCA
D20S93 1.000 370 59604877 - 59605195 58352862-58353180 TTCCTGATCAGTCACCATGTA CAGCCTGGGTGACAGAGAA

1-Ensembl: http://www.ensembl.org/Homo _sapiens/textview?species=Homo_sapiens&idx=Marker&q=

2-National Center for Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unists&cmd=search&term=
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Tabela 4: Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados para o gene VAP-B e

suas respectivas condi¢goes de amplificagao.

Sequiéncia dos oligonucleotideos iniciadores
Nome Tamanho (pb)
Forward Reverse
VAP-B-1 CCCCGCCTTTTTGTAAAACT CTCCGTCCTTCCAGCACT 224
VAP-B-2 CAGCTCTCTTTTCCACAAACC CTACTGTCCAGGGGCCTTCT 281
VAP-B -3 GGCACTGACAACCAAGCTCT CATGCACCCACAATTCCATA 233
VAP-B-4  ACATCAGGGCTTTCTCATTAAG GAAGTCAGCAAATAAGTGGGCCT 350
VAP-B -5 CATGGTCGGTGACACTTAGGC GTCTCAAAAGGGTCCTTGGA 399
VAP-B -6 GTTGACTCCCCTTTCTGGTG GTGTGCAGGGAGGGGTAAT 360
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Capitulo 3

Um novo loco para uma forma de esclerose lateral amiotréfica /

doenca do neurbénio motor localizada em 20q13

Agnes Lumi Nishimura, Miguel Mitne-Neto, Helga Cristina A Silva, Jodo

Ricardo Mendes de Oliveira, Mariz Vainzof e Mayana Zatz

Centro de Estudos do Genoma Humano, Departamento de Genética e

Biologia Evolutiva, Instituto de Biociéncias, Universidade de S&ao Paulo, Brasil

“A novel locus for late onset amyotrophic lateral sclerosis/motor
neurone disease variant at 20q13”
Journal of Medical Genetics (2004); 41(4):315-20
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis is the most common adult onset form of
motor neurone disease and involves lower and upper motor neurones. It is
characterised by progressive muscle weakness and atrophy, with
fasciculations associated with hyperreflexia and spasticity. About 10% of
cases are familial amyotrophic lateral sclerosis, and several loci have been
associated with this condition. To date, the only two genes identified have
been the zinc—copper superoxide dismutase 1 (SOD1) gene, which is located
on chromosome 21 (ALS1, MIM105400), and the Alsin gene, which is located
at 2q33 (ALS2, MIM 205100). We report a large Brazilian Caucasian family
with clinical and neurological signs compatible with the diagnosis of
amyoftrophic lateral sclerosis with slow progression. The disease seems to
affect both sexes equally, with no evidence of clinical anticipation. Clinical
onset occurs between age 31 and 45 years, and the cause of death is
respiratory failure. Overall, 12 family members were examined personally. All
patients had lower motor neurone symptoms, and five also had bulbar
involvement. Electromyography, as well as muscle biopsies, showed a
neurogenic pattern. We mapped a novel locus for autosomal dominant late
onset amyotrophic lateral sclerosis/motor neurone disease (ALS/MND) variant
at 20q13.33. The identification of a new gene for ALS/MND will contribute to

our understanding of this intriguing disorder.

Resumo

A esclerose lateral amiotréfica € a forma mais comum de doenga do
neurénio motor em adultos e envolve tanto o neurénio motor superior quanto
o inferior. Ela é caracterizada por fraqueza e atrofia muscular progressiva,
fasciculacdo associada a hiperreflexia e espasticidade. Aproximadamente
10% dos casos s&o familais e varios locos ja foram associados a essa

doenga. Até o momento dois genes forma identificados, o gene superdxido
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dismutase 1 (SOD1), localizado no cromossomo 21 (ALS1, MIM105400) e o
gene da Alsina, que esta localizado em 2q33 (ALS2, MIM 205100).
Reportamos aqui uma grande familia Caucasiana brasileira (familia 3 da
tese) com sinais clinicos e neurolégicos compativeis com o diagnéstico de
esclerose lateral amiotrofica com progressao lenta. Esta doenga afeta ambos
0s sexos igualmente, sem evidéncia de antecipagao clinica. A idade de inicio
ocorre entre 31 e 45 anos levando a obito por faléncia respiratoria. Foram
pessoalmente examinados 12 individuos desta familia. Todos os pacientes
desenvolveram sintomas de neurdnio motor inferior e cinco também tiveram
envolvimento bulbar. A eletromiografia, assim como a bidpsia muscular
revelou um padrdo neurogénico. Em resumo, reportamos o mapeamento de
um novo loco para uma forma autossOmica dominante tardia de esclerose
lateral amiotrofica/doenca do neurénio motor (ELA/DNM) em 20g13.33. A
identificacdo de um novo gene para ELA/DNM ira contribuir para o

entendimento desta doenca intrigante.
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Capitulo 4

Uma mutacéo no gene VAP-B envolvido no transporte vesicular

causa atrofia muscular espinhal e esclerose lateral amiotréfica tardia

Agnes Lumi Nishimura', Miguel Mitne-Neto', Helga Cristina Silva'?,
Anténio Richieri-Costa®, Susan Middleton?, Duilio Cascio®, Fernando
Kok', Jodo Ricardo Oliveira', Tom Gillingwater*, Jeanette Webb*,

Paul Skehel* e Mayana Zatz'

1. Centro de Estudos do Genoma Humano, Departamento de Genética e
Biologia Evolutiva, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao
Paulo, Brasil

2. Departamento de Anestiologia, Dor e Cuidado intensive, Escola de
Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo, Brasil

3. Servico de Genética, Hospital de Reabilitagdo de Anomalias
Craniofaciais, Universidade de S&o Paulo. Brasil

4. Divisdo de Neurociéncia, Universidade de Edimburgo, Reino Unido

5. Insituto de Genémica e Protebmica, Instituto de Biologia Molecular da

Universidade da Califérnia Los Angeles — Departamento de Energia

A mutation in the vesicle-trafficking protein VAPB causes late-
onset spinal muscular atrophy and amyotrophic lateral sclerosis”
American Journal of Human Genetics (2004); 75(5):822-31

Abstract

ALSS8 is a slowly progressive, late onset disorder with involvement of

upper and lower motor neurons, bulbar and pyramidal signs. The phenotype
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is typically one of ascending weakness, starting in the proximal muscles of the
lower limbs, affecting the upper limbs after three to ten years, and often
associated with dysphagia at this time. Both sexes are affected equally with
no evidence of clinical anticipation. Linkage analysis allowed us to map the
disease gene at 20q13.3 and a missense mutation 166C>T (P56S) was found
in the vesicle-associated membrane protein / synaptobrevin - associated

membrane protein B (VAP-B).

Resumo

A ELA8 é uma doenga do tipo tardia com lenta progressao e apresenta
o comprometimento tanto dos neurénios motores superiores quanto dos
inferiores, apresentando ainda sinais bulbares e piramidais. O fenétipo é
tipicamente do tipo ascendente, isto €, com fraqueza muscular inicialmente
dos musculos proximais dos membros inferiores, afetando os membros
superiores apos trés a dez anos e disfagia associada nesta fase. Ambos os
sexos sao igualmente afetados sem evidéncia clinica de antecipagéo. A
analise de ligagao nos permitiu mapear o novo gene no cromossomo 20q13.3
e uma mutagao missense 166C>T (P56S) foi encontrada no gene vesicle-
associated membrane protein / synaptobrevin - associated membrane protein
B (VAP-B).
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Abstract
The P56S mutation in the VAP-B gene causes ALSS8. Eight families,

comprising more than 1,500 individuals of whom about 200 are affected, are
now known to carry this mutation. Seven are of Portuguese— Brazilian
ancestry and one of African—Brazilian ancestry. Haplotype analysis shows a
common founder for all families regardless of ancestry, with a founding event
23 generations ago (95% CI 13-39), consistent with the Portuguese

colonization of Brazil.

Resumo
A mutagdo P56S no gene VAP-B é responsavel pela ELA8. Oito

familias com mais de 1500 individuos, dos quais mais de 200 sao portadores
desta mutacdo foram estudadas no presente trabalho. Sete destas familias
sdo caucasianas com descendéncia portuguesa e uma delas é negroéide. Os
dados histéricos e a analise de haplotipo apontaram um ancestral comum. A
idade aproximada para o evento fundador foi ha 23 geragdes (95% IC 13-39),

entre 1400-1500 DC, consistente com a colonizagao Portuguesa no Brasil.

Capitulo 6
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Resultados preliminares

Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis 8 (ALSS) is a progressive neurodegenerative
disorder caused by a mutation in the VAP-B (VAMP-associated protein B) gene.
The VAP-B function is not completely known but it seems to be involved in
intracellular membrane trafficking associated to lipids homeostasis. In this study
we inhibited VAP-B expression through RNA interference.
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Resumo

A esclerose lateral amiotrofica tipo 8 (ELA8) é uma doenga
neurodegenerativa causada por uma mutagdo no gene VAP-B (VAMP-
associated protein B). A funcdo deste gene nao ¢é totalmente
compreendida, entretanto acredita-se que esteja envolvida no transporte
intracelular associado a homeostase de lipideos. O presente trabalho visa
a inibicdo da expressao da proteina VAP-B por meio de RNA de

interferéncia.

Introdugao

A esclerose lateral amiotréfica (ELA) pertence a um grupo de doencgas
denominadas “Doenca do neurénio motor”.

Na ELA ocorre o envolvimento dos neurbnios motores superiores e
inferiores além de envolvimento bulbar. Até o momento, foram identificados 8
locos para a forma familial da ELA e neste capitulo iremos abordar
especificamente a ELA tipo 8.

A ELA8 é uma doenca genética (MIM 608627), que foi identificada em

uma_grande familia brasileira (ver capitulos 3 e 4). E causada por uma

mutacdo _no éxon 2 do gene vesicle-associated membrane protein —

associated protein B_(VAP-B), que esta localizado no cromossomo 20

(Nishimura et al., 2004). Este gene parece estar relacionado com transporte

intracelular e recentes trabalhos demonstraram que a VAP-B esta envolvida

no metabolismo de lipideos (Amarilio et al., 2005).
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O objetivo deste trabalho é estudar o efeito da inibicdo da expressao
desta proteina por meio do RNA de interferéncia (RNAI). Para isso o primeiro
passo €& conseguir dominar a tecnologia para inativar a proteina. Os
resultados preliminares sugerem que foi possivel inativa-la utilizando como

modelo as células de ovario de hamster chinés (CHO).

Materiais e métodos

Foram utilizados nesse projeto trés pares de oligonucleotideos como
alvos para a agao do RNAI (ver secao 2.6.1 do capitulo 2).

A construgdo dos oligonucleotideos foi baseada em programas
desenvolvidos pelas empresas Ambion e Promega. Trés seqliéncias foram

selecionadas considerando-se o seguinte critério:

. 30-50% C/G
. Seqliéncias conservadas em humanos,
camundongos e ratos

. Seqléncias especificas do gene VAP-B

Estes oligos foram inseridos no vetor pSuper.gfp/neo (Oligoengine,
Cat. N. VEC-PBS-0005/0006) e transformados em bactérias competentes.
As colbnias foram selecionadas e a insercdo dos oligos no vetor
pSuper.gfp/neo foi confirmada utilizando enzimas de restricdo e
sequenciamento direto.

O esquema do processamento dos oligonucleotideos e o
funcionamento dos siRNA (small interfering RNA) pode ser visualizado na
figura 13.

As células CHO (Chinese Hamster Ovary) foram cultivadas em
condi¢cbes apropriadas (ver segéo 2.5 do capitulo 2).

As células de hamster apresentam uma proteina homologa a VAP-B
humana e no inicio dos experimentos ndo havia um anticorpo eficiente

capaz de reconhecer a proteina enddgena. Para tentar contornar esse
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problema decidiu-se super expressar a proteina VAP-B e inibir a expressao
da mesma utilizando o mecanismo de RNA de interferéncia.

A sequéncia completa da VAP-B foi inserida no vetor pCINeo (Cat. N.
E1841, Promega). Uma sequiéncia do gene Myc foi inserida na porgao final
do gene VAP-B e dessa forma foi possivel verificar os efeitos da inativagéo
da VAP-B utilizando os anticorpos anti-Myc e anti-VAP-B.

As células CHO foram mantidas em cultura e transfectadas com
lipofectamina (Invitrogen cat N.18324-020) tanto com a VAP-B humana
quanto com o plasmideo contendo as sequéncias alvo para o RNAI.

O lisado celular foi obtido 48 horas apds transfeccao e foi submetido a
eletroforese de proteinas (western blot) ver secéo 2.6.4 do capitulo 2.

Neste trabalho foram utilizados os anticorpos anti-VAP-B (gentilmente
cedido pelos Dr. Kwok-Fai Lau e Dr. Christopher Miller), Myc-tag (9B11 —
Cat. N. 2276 — New England Biolabs) e actina (C-11, Cat N. sc-1615 —

Santa Cruz Biotechnology, Inc).

Resultados preliminares e discussao

Os resultados preliminares demonstram que dos trés oligos utilizados
nesse experimento a seqiiéncia denominada RNAIi-1 se mostrou eficiente
48 horas apos a transfecgéo (Figura 14, linha 3) tanto para o anticorpo anti-
VAP-B quanto para o anti-Myc. Os vetores contendo os insertos RNAI-2 e
RNAIi-3 mantiveram-se inalterados (Figura 14, linhas 4 e 5). Os
experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes e os resultados foram
idénticos.

Baseado nos resultados preliminares acredita-se que o oligo RNAi-1 é
o ideal para futuros experimentos. Os resultados mostram que a
superexpressao da proteina VAP-B humana seguida de sua inativagéo por
acao do RNA de interferéncia foi realizada com sucesso. Entretanto deve-
se ressaltar que este experimento devera ser repetido utilizando outros
tipos celulares humanos ou de camundongo como, por exemplo, células
Hela ou mesmo neurdnios corticais de camundongo, na tentativa de se

inativar a proteina endoégena.



Capitulo 7 — Introdugdo DA 96

Inicialmente optou-se por realizar os experimentos com células CHO,
pois ndo havia disponivel um anticorpo capaz de reconhecer a VAP-B
endogena. Atualmente ja dispomos deste anticorpo e o proximo passo é
tentar inativar a proteina humana e verificar os seus efeitos na célula.

A inativagdo da proteina VAP-B selvagem e da mutante P56S sera
importante para entendermos qual a verdadeira fungao desta proteina na
célula. Sabe-se que a forma mutante forma agregados celulares, que
podem ser a causa da ELA8. A compreensdo do mecanismo patoldgico
desta doenca abrira novas portas para futuros tratamentos para a ELA8 e

outras desordens envolvidas com transporte intracelular.
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Figura. 13: esquema da acdo do RNA de interferéncia. Inicialmente os
oligonucleotideos sao inseridos no vetor pSuper. Ocorre a produgao de pequenos
RNA de interferéncia (small interfering RNA - siRNA) dentro da célula, que irdo
hibridar com a sequéncia alvo. Isto ativard o mecanismo celular que reconhecera o
RNA dupla fita como algo patogénico, degradando assim a seqiéncia alvo.
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Figura 14: Eletroforese de proteinas (western blot) em gel 10%. As amostras
foram hibridadas com anticorpos anti-VAP-B, anti-Myc e anti-actina. 1= lisado
celular de células CHO nao tratadas, 2= super-expressao da VAP-B humana, 3=
super-expressado da VAP-B humana tratada com RNAI-1, 4= super-expressao da
VAP-B humana tratada com RNAI-2, 5= super-expressao da VAP-B humana
tratada com RNAI-1 e 6= super-expressdo da VAP-B humana tratada com vetor
pSuper.gfp/neo.
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7.1. Doenca de Alzheimer: Diferengas étnicas nos

genes de susceptibilidade

Apods o sequenciamento do Genoma Humano, os pesquisadores do
mundo inteiro tém se dedicado ainda mais a estudar as doengas complexas
e de heranga multifatorial. Dentre elas, destaca-se a Doenca de Alzheimer
(DA).

Acredita-se que a DA é responsavel por cerca de 50 a 70% dos casos
de deméncia em idosos acima dos 65 anos. Ela é caracterizada por uma
deterioragcéo progressiva da memoaria, associada as perdas de neurénios em
regides encefalicas e circuitos neuronais de cognigdo e memodria, incluindo os
neurdnios do cortex, hipocampo, amigdala e sistema colinérgico.

A disfuncdo e morte de neurbnios neste circuito neuronal reduz o
numero de sinapses gerais e especificas, isolando o hipocampo e os Iébulos
parietais, evitando a formagao de novas memoarias. Observa-se ainda atrofia
encefdlica que pode ser demonstrada por tomografia computadorizada ou
por ressonancia magnética, com alargamento dos sulcos e estreitamento dos
giros cerebrais, acompanhadas por déficit de diferentes neurotransmissores

como a serotonina, nor-epinefrina, acetilcolina entre outros.

7.2. Formas familiais, as placas amildides e os emaranhados
neurofibrilares

Uma forma de se classificar a DA é em relagado ao inicio dos
sintomas. A forma precoce ou Early Onset alzheimer Disease (EOAD),
inicia-se antes dos 65 anos, tem heranca autossémica dominante e é
identificada em grupos familiares especificos. Essa forma corresponde a
aproximadamente 10% dos casos.

Até o momento foram identificadas varias mutagdes em trés genes:
Proteina Precursora Amiléide (APP), Presenilina 1 (PS1) e Presenilina 2
(PS2), localizados nos cromossomos 21, 14 e 1 respectivamente.

Uma das caracteristicas histopatologicas principais da DA é a
formacgao das placas amiléides ou senis (figura 15 a € b). O mecanismo da
formacgao das placas amiléides ainda permanece obscuro. Postula-se que
durante o processamento da proteina amildide ocorre uma clivagem
proteolitica pela agao de trés isoenzimas principais, as o, e

. y-secretase, dando origem a um fragmento protéico insoluvel de 42-43
aminoacidos (AP42-43) que seria depositado, formando-se assim as placas
amildides (fig 15 e 16).
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As Presenilinas também estariam de alguma forma relacionadas
nesse processamento do peptideo AP4z43 € alguns autores sugerem que
estas proteinas, quando mutadas, agiriam como as secretases durante o
processo proteolitico (Xia, 2001).

Outra caracteristica histopatoldgica marcante em pacientes com DA
€ a presenga de filamentos helicoidais emparelhados (fig 15 c e d)
formados primariamente pela presencga de proteina tau hiperfosforilada
(ver secao hipdtese amildide 7.4.2).

Figura. 15: Neuropatologia da Doenga de Alzheimer. a) Placas amiléides (senis)
coradas com anticorpo contra o peptideo B-amiléide (marrom) no coértex de
pacientes com Doencga de Alzheimer (aumento de 20X). b) Uma placa amiléide
em maior aumento. O nucleo central € composto de fibras Ap rodeado de um
halo de terminais nervosos com depésito de proteina tau hiperfosforilada
(aumento de 40X). c) Emaranhados neurofibrilares (preto) em corpo celular em
neurdnios piramidais corticais (aumento de 20X). d) microscopia eletrénica de
emaranhados neurofibrilares reunidos com filamentos helicoidais emparelhados
(aumento de 40X) (Sisodia e St George-Hyslop, 2002).
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Figura. 16: Esquema representando a proteina precursora beta-amiléide (APP) e
os sitios de clivagem das enzimas a, 3, y—secretase. A enzima y—secretase é
crucial para a formacéo do peptideo AB4,.43, insollvel e principal componente da
placa amildide em pacientes com doenga de Alzheimer (Sisodia e St George-
Hyslop, 2002).

7.3. Casos isolados e fatores de susceptibilidade para DA

A forma tardia ou Late Onset alzheimer Disease (LOAD), por definicdo
ocorre apos os 65 anos e corresponde a 90% dos relatos em DA. Em geral a
forma tardia ocorre em casos isolados, isto &, ndo ha histérico da doenca na
familia.

Nas formas isoladas podemos observar a formagdo das placas
amildides e dos emaranhados neurofibrilares. Além disso, os sintomas e
sinais sdo idénticos aos observados em casos familiais. Os dois grupos
diferem quanto a idade de inicio e o padrao de heranga.

Acredita-se que em casos isolados o padrao de heranga é multifatorial,
com contribuicdo tanto de fatores genéticos quanto ambientais.

Mutagdes novas nos genes conhecidos para as formas familiais (APP,
PS1 e PS2), fatores genéticos ainda ndo determinados, fatores ambientais
como o fumo, estresse, exposicdo a metais pesados como o aluminio, e
outros podem ser os responsaveis pela LOAD.

O principal fator genético para a forma tardia de DA é a Apolipoproteina
E (ApoE), localizado em 19g13.

A ApoE é uma glicoproteina que esta envolvida no transporte de
colesterol e no metabolismo de lipoproteinas. Ela apresenta dois
polimorfismos nas posi¢cdes 112 e 158 da proteina produzindo trés variantes
distintas: ApoE—¢2 (Cys112/Cys158), ApoE—¢3 (Cys112/Arg158) e ApoE—¢4
(Arg112/Arg158).

Acredita-se que a isoforma ApoE—¢2 atue como um fator de protecéo
contra a DA, enquanto que a ApoE—¢4 seria um fator de predisposi¢do. O
mecanismo pelas quais estas isoformas modulam a DA n&o é
completamente compreendido, entretanto verificou-se que a variante
ApoE—-¢4 apresenta maior afinidade ao peptideo AB4_43 que as isoformas
ApoE-¢2 e ApoE-¢3 (Sanan et al.,1994), favorecendo assim o acumulo
protéico intracelular.
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Observa-se em estudos do tipo Caso-Controle, que a ApoE—¢4 esta
presente tanto em pacientes quanto em controles normais representando,
portanto, um importante fator de susceptibilidade. Além disso, ela ndo é
necessaria nem suficiente para o desenvolvimento de DA e outros fatores
ainda ndo conhecidos podem estar atuando na patogénese da doenca.

Apesar de esta variante ser um importante fator de risco para a DA,
ela pode ser observada em outras doengas, como por exemplo,
hipercolesterolemia, doengas cardiovasculares, diabetes e retinopatia.
(Greenow et al., 2005; Messier, 2003).

A ApoE ¢ o fator de susceptibilidade mais estudado em DA e
verificou-se que os resultados séo consistentes em diferentes populagoes.
Outros polimorfismos estudados em DA n&o parecem representar
importante fatores de risco para esta patologia (tabela 9).

Nos ultimos anos varios grupos tém se focado na identificagdo de
novos genes ou locos de susceptibilidade para a DA. Contudo, os
resultados s&o controversos. A grande maioria dos polimorfismos
relacionados com a DA estao sendo replicados em diferentes populagbes
€ com um numero maior de pacientes. No entanto € provavel que varios
polimorfismos tenham um diferente grau de importancia para a
manifestagéo e evolugdo do quadro demencial em diferentes grupos
étnicos.

Baseado na dificuldade de se estudar os polimorfismos de risco na
DA, Bertram et al. criaram o AlzGene Database
(http://www.alzforum.org/res/com/gen/alzgene/), que contém os mais
recentes estudos de associacdo em DA em diferentes populagdes.

7.4. Hipéteses para a DA

Atualmente existem varias hipoteses para se explicar a patologénese
da Doenga de Alzheimer. Dentre elas destacam-se: hipotese da proteina
tau, hipotese amilodide e outras.

7.4.1 Hipodtese da proteina tau
Esta hipotese esta relacionada com a agao da proteina tau.

Esta proteina se liga diretamente ao microtubulo, estabilizando-o. A
hiperfosforilagdo da proteina tau desestabiliza o microtubulo levando a
despolimerizagdo do mesmo, causando acumulo da proteina e formacéao
dos filamentos helicoidais emparelhados (figura 15 e 17). Estes elementos
se acumulam nos neurdnios e se transformam em emaranhados
neurofibrilares. O acumulo anormal desta proteina leva a morte celular.

Esses filamentos ndo séo exclusivos da DA e podem ser observadas
em outras doengas, como por exemplo, a deméncia fronto-temporal (MIM,
600274). Alguns autores sugerem classificar a presenga de filamentos
helicoidais emparelhados em uma nova classe de doengas, as chamadas
“tautopatias” (Brandt et al., 2005).



Capitulo 7 — Introdugdo DA 103

Stamer et al 2002 demonstrou que niveis elevados de tau podem
inibir o transporte intracelular em neurénios, principalmente o transporte
axonal mediado pela quinesina. Essa inibi¢gao é critica para as organelas
como o peroxissomo, mitocdndria e o transporte de vesiculas,
aumentando a possibilidade de estresse oxidativo e formacéao de
agregados celulares.

7.4.2. Hipotese amiloide

A hipotese mais aceita para a patogénese de DA é a hipdtese
amildide.

Sabe-se que as placas amildides sao observadas em todo o encéfalo
de individuos normais e pacientes com DA. Entretanto, neste ultimo grupo
a quantidade é muito maior e elas estdo localizadas primariamente no
cortex, amigdala e hipocampo.
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Figura. 17: Proteina tau e doenga de Alzheimer. A principal fungédo da proteina
tau é dar estabilidade ao microtubulo. A hiperfosforilagdo da proteina tau impede
a sua ligacao ao microtubulo formando os filamentos helicoidais emparelhos.
Com isso, ocorrera a desestabilizagdo e desintegragdo do microtubulo.
(http://www.alzheimers.org/rmedia/graphicslowres.htm).

Acredita-se que 0 acumulo do peptideo AP seja o fator inicial comum
que leva a neurodegeneracdo da Doencga de Alzheimer. Inicialmente todos
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0s genes que sao conhecidos por aumentar o risco em desenvolver esta
patologia modulam de alguma forma a formagao de ApB. Além disso, o
acumulo deste peptideo insoluvel pode ser visualizado em individuos pré-
sintomaticos portadores de mutagdes conhecidas nos genes APP, PS1 e
PS2 e em individuos portadores de Sindrome de Down.

Ainda n&o é conhecido como a AP causa a degeneragédo em DA.

Além disso, a hiperfosforilagdo da proteina tau & um fator importante
para esta patologia, mas n&o se conhece a relagao direta entre estas
proteinas e nem qual delas é o fator desencadeador da DA. Alguns
autores acreditam que a formacgao das placas amildides precede a
formacgao de filamentos helicoidais emparelhados (Oddo et al., 2003).
Sabe-se entretanto que a proteina tau hiperfosforilada sozinha é
neurotoxica e isto pode ser observado em diferentes doencgas
neuroldgicas.

7.4.3. Outras hipoteses

Acredita-se ainda que outros fatores podem modular o aparecimento
dos sintomas. Mudancas nos niveis de calcio e danos a membrana celular
podem ser fatores adicionais para o desenvolvimento da DA, pois causam
a morte celular.

O estresse oxidativo e a agdo dos radicais livres, por meio dos EROS
(espécies reativas de oxigénio), tornaria o pH acido e favoreceria o
depdsito da proteina de beta-amiléide e consequentemente a formagao
das placas senis.

A hipotese inflamatoéria consiste na interagao de proteinas envolvidas
na via inflamatoria e da proteina beta-amiléide. Os fatores neurotroéficos, a
ativagdo da microglia e do astrdcito sdo alguns exemplos dessa hipétese.
O mecanismo nao é totalmente compreendido.

Mudancgas neuroquimicas, déficit do sistema serotonérgico e
colinérgico também estao envolvidas na DA. Sabe-se que a serotonina
esta diminuida em algumas regides do encéfalo e que pacientes com DA
apresentam uma diminuicado da atividade de nor-epinefrina e dopamina.
Além disso, ocorre uma diminui¢ao de 30 a 90% da biossintese da enzima
acetilcolinotransferase no coértex e no hipocampo dos pacientes com DA.
Este mecanismo também nao é totalmente conhecido.

7.5.Vacina para a doenca de Alzheimer?

Apesar de haver muitas duvidas quanto a patogénese da DA,
acredita-se que a A € o principal alvo para tratamentos contra essa
doenca. Na ultima década diversos trabalhos tém procurado uma forma de
terapia para a Doenga de Alzheimer evitando o acumulo do peptideo
téxico com o uso de inibidores de pB-amildide.
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O uso de anticorpos contra a Ap tem se mostrado eficaz em modelos
animais nos ultimos anos (Schenk et al., 1999; Morgan et al., 2000; Oddo
et al., 2003).

Até recentemente os modelos animais existentes apresentavam ou a
formacdo das placas amildides ou a presenga dos filamentos helicoidais
emparelhados.

Oddo et al., 2003 desenvolveram camundongos triplo transgénico
portadores de trés mutacdes (PS1'*V APPS*® e tau™'Y). Os animais
apresentaram uma doenga neurodegenerativa progressiva, com formacao
das placas amildides antes da formagdo dos emaranhados fibrilares,
consistente com a hipotese amildide. Os achados histopatoldgicos foram
verificados no coértex, amigdala e hipocampo dos animais, processo similar
ao encontrado em pacientes com DA.

Os autores injetaram anticorpos contra a B-amildide em animais de 1
ano e apos 3 dias as placas amiléides desapareceram. De 5-7 dias apés a
injecdo, a proteina tau estava presente nos neurdnios, mas os emaranhados
neurofibrilares também desapareceram. O uso da vacina se mostrou ineficaz
em animais mais velhos nos quais as placas amildides ja estao formadas.

Os primeiros resultados obtidos em animais vacinados contra a beta-
amiléide criou uma expectativa muito grande para o tratamento da doencga
de Alzheimer. Deu-se inicio entdo aos testes em pacientes com DA.

Aproximadamente 300 pacientes foram selecionados e tratados com
uma vacina para evitar a formacgao da AB, entretanto 6% deles
desenvolveram meningoencefalite e os testes foram abandonados
(Schenk et al., 2004 - revisao).

Até o momento ndo existe um tratamento eficaz paraa DA e a
procura por medicamentos capazes de inibir o desenvolvimento da doenca
tem se intensificado nos ultimos anos. Acredita-se que novas vacinas
contra a AB combinadas com fatores neurotréficos podem ser eficazes
para combater o acumulo de beta amildide em pacientes com Doencga de
Alzheimer.

7.6. Objetivo
o Estudos de associacdo em pacientes brasileiros com Doenca de

Alzheimer
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Tabela 9: Alguns genes ou locos de susceptibilidade para a Doenga de alzheimer

5ene ou locus de
susceptibilidade

Cromosso
mo

Possivel efeito do gene
mutado ou do polimorfismo

Referéncia

APP
PS1

PS2

ApoE

HTT gene — linked
olymorphic region
(5HTTLPR)

-2 macroglobulina
(A2M)

low density
oprotein receptor-
related protein 1
(LRP1)

DXS1047

D10S81423

Brain derived
eurotrophic factor
(BDNF)

nsulin degrading
enzyme (IDE)

Complexo das
Interleucinas 1

Fator de necrose
moral alfa (TNFA)

Urokinase-type
plasminogen
activator (UPA ou
PLAU)

21
14

19

17

12

12

10

11p13

10

2q14-
2q14.2

10

T depdsito de AP (42/43)
T depdsito de AR (42/43)

T deposito de Ap (42/43)

T deposito de Ap (42/43)

T susceptibilidade de DA

através da | da atividade

transcricional do gene do
transportador da serotonina

Relacionado com a ligagéo,
degradagao e clearance de
AB

Receptor de ApoE e outras
lipoproteinas

Degradagéo e clearance do
AB

(Amtul et al., 2002)
(Amtul et al., 2002)

(Lleo et al., 2001; Tomita et al., 1997; Pastori
al., 2000)

(Oliveira et al., 1997; Graff-Radford et al., 2!
Scarmeas et al., 2002)

(Collier et al., 1996; Lesch et al., 1996; Olive
al., 1998; Hu et al., 2000; Kunugi et al., 20!

(Craddock e Lendon, 1998; Bullido et al., 2(
Poduslo e Yin, 2001; Shibata et al., 2004

(Craddock e Lendon, 1998; Bullido et al., 2(
Poduslo e Yin, 2001)

( Zubenko et al., 1998; Zubenko et al., 19¢
Nishimura et al., 2000)

(Zubenko et al., 1998; Zubenko et al., 199
Maijores et al., 2000; Nishimura et al., 200

(Kunugi et al., 2001; Riemenschneider et al.,
Nishimura et al., 2004; Lee et al., 2005; Olin .
2005)

(Qiu et al., 1998; Chesneau et al., 2000; Bou

et al., 2002; Edland et al., 2003; Bian et al., -

Edland, 2004; Sakai et al., 2004; Feuk et al.,
Nowotny et al., 2005)

(Nicoll et al., 2000; Ki et al., 2001; Combarros ¢
2002; Fidani et al., 2002; Green et al., 2002; E
al., 2003; Kuo et al., 2003; Tsai et al., 2003; Li ¢

2004; Mcculley et al., 2004; Seripa et al., 20C

(Mccusker et al., 2001; Alvarez et al., 200
Culpan et al., 2003; Shibata et al., 2004; Lav
al., 2005)

(Finckh et al., 2003; Bagnoli et al., 2005
Papassotiropoulos et al., 2005)
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iquilin 1 (UBQLN1) 9922 Interacdo com a PS1 e PS2 (Bertram et al., 2005; Slifer et al., 2005)
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Journal of Molecular Neurosciece (2004);22(3):257-60

Abstract

After the identification of the apolipoprotein E gene isoform (APOE-
epsilon4) as a risk factor for late-onset Alzheimer's disease (LOAD), the
search for other polymorphisms associated with AD has been undertaken by

many groups of investigators around the world. These studies have shown
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controversial results in many populations. More recently, a single nucleotide
polymorphism in the promoter region of the brain-derived neurotrophin factor
(BDNF) was found to be a risk factor for AD in two independent population
studies. Here we report the analysis of this polymorphism in a group of 188
LOAD Brazilian patients compared to matched normal controls. A strong
association between the ApoE-g4 polymorphism and LOAD was observed,
but there was no significant association between this BNDF polymorphism
and affected patients. The possibility that other polymorphisms or mutations in
this gene play a role in the development of AD cannot be ruled out. However,
the results of the present study suggest that in opposition to the two reported
studies, this polymorphism does not seem to be implicated in LOAD Brazilian
patients. It also shows the importance of replication studies in different
populations, as susceptibility loci might differ in different ethnic groups; this
will have important implications in future treatments with pharmacological

agents.

Resumo

Apoés a identificagdo da isoforma no gene Apolipoproteina E (APOE-
epsilon4) como um risco para a forma tardia da Doenga de Alzheimer (DA), a
procura por outros polimorfismos associados a DA tem sido realizada por
muitos grupos no mundo inteiro. Estes estudos tém mostrado resultados
controversos em diferentes populagdes. Recentemente um polimorfismo de
um unico nucleotideo na regiao promotora do fator neurotréfico derivado do
cérebro (do inglés BDNF) foi identificado como um fator de risco para a DA
em dois estudos independentes utilizando populagcbes diferentes. Neste
trabalho, reportamos a analise deste polimorfismo em 188 pacientes
brasileiros com a forma tardia de DA, comparando-se com controles normais.
Uma associacao positiva foi encontrada entre o polimorfismo ApoE-¢4 e
pacientes com DA, entretanto ndo foi identificada associagdo significante
entre o polimorfismo no BDNF e pacientes brasileiros. A possibilidade de
outros polimorfismos ou mutagdes neste gene atuarem na patogénese da DA
nao deve ser descartada. Entretanto nossos dados sugerem que ao contrario

dos resultados obtidos previamente, este polimorfismo nao parece estar
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envolvido na Doenga de Alzheimer e em pacientes brasileiros. Isto
demonstra mais uma vez a importancia em se replicar este tipo de estudo em
diferentes populagdes. Fatores de susceptibiidade podem atuar
diferentemente em grupos étnicos distintos, o que implica em futuros

tratamentos com agentes farmacoldgicos.

Capitulo 9
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Abstract

Different studies have attempted to find polymorphisms involved in the
serotonergic pathway that could be involved in mood disorders and late-onset
Alzheimer's disease (LOAD) symptoms. Here, we compared the frequency of

two polymorphisms: monoamine oxidase A (MAQOA) and serotonin transporter
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in LOAD patients versus controls. No evidence of association was observed
when these polymorphisms were compared separately; however, the
combination of the MAOA allele 1 + the short allele of 5-HTTLPR + ApoE-€4
was significantly more frequent in patients than in controls. It reinforces the
hypothesis that different genes acting together might play a role in AD
susceptibility. Based on these data, we suggest replicating these studies in

larger samples of LOAD patients belonging to different ethnic groups

Resumo

Diferentes estudos tém se focado na identificacdo de polimorfismos
envolvidos na via serotonérgica, que pode estar envolvida em doengas do
humor e na forma tardia da Doenca de Alzheimer (DA). No presente trabalho,
comparamos a frequiéncia de dois polimorfismos: no gene da Monoamino
oxidase A (MAOA) e no transportador da serotonina (5-HTTLPR) em
pacientes com a forma tardia de DA versus controles. Nao foi encontrada
associagdo positiva quando estes polimorfismos foram analisados
separadamente, entretanto, a combinacao entre o alelo 1 da MAOA + o alelo
curto do 5-HTTLPR + ApoE-¢4 foi significantemente mais frequente me
pacientes que em controles. Isto reforga a hipétese de que diferentes genes
de predisposicdo atuem concomitantemente na DA. De acordo com os
nossos resultados, sugerimos que estes estudos sejam replicados em uma
amostra maior de pacientes com a forma tardia de doenga de Alzheimer e

em diferentes grupos étnicos.

Capitulo 10




Capitulo 13 — Anexos 113

Auséncia de associagao entre os polimorfismos da Interleucina-1
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and Alzheimer’s disease in Brazilian patients

Abstract

Several studies have attempted to find a relationship between
inflammatory pathways and psychiatric disorders. Polymorphisms of the
interleukin-1 (IL-1) gene complex, such as IL-1 alpha (IL-1A) and IL-1 beta
(IL-1B) have been associated to different mood disorders. The IL-1 alpha

gene has a base exchange at the position -889 and IL-1 beta gene has a
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base exchange at the position -511. These polymorphisms have been
associated to late onset Alzheimer disease (LOAD) pathogenesis probably
inducing the translation and processing of the beta-amyloid precursor protein
with possible implications on the progression of the plaque and tangle
formation. In this report, we have compared the distribution of these
polymorphisms in 195 clinically diagnosed LOAD patients and a control group
of 188 individuals. In this study we analysed ApoE, IL-1A and IL-1B
polymorphisms. As expected we found a significant association between
ApoE-g4 and LOAD, however no significant difference was found in IL-1A and
IL-1B polymorphisms. These data suggest that these IL polymorphisms do
not play an important role in LOAD Brazilian patients.

Resumo

Diferentes estudos tém sido realizados na tentative de se identificar a
relacédo entre a via inflamatéria e doencgas psiquiatricas. Os polimorfismos do
complexo génico da interleucina-1 (IL-1), como por exemplo, a IL-1 alfa (IL-
1A) e IL-1 beta (IL-1B) parecem estar associados a diferentes doengas do
humor. O gene da IL-1 alfa tem um polimorfismo na posigéo -889 e na IL-1
beta o polimorfismo se localiza na posigdo -511. Estas alteragbes tém sido
associadas com a forma tardia da Doenca de Alzheimer (DA) provavelmente
induzindo a traducéo e processamento da proteina precursora beta-amiléide

com possiveis implicacbes na formagdo dos emaranhados neurofibrilares e
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nas placas amildides. Neste trabalho comparamos a distribuicdo destes
polimorfismos em 195 pacientes clinicamente diagnosticados como
portadores da DA e 188 individuos do grupo controle. Foram analisados
polimorfismos no gene da ApoE, IL-1A e IL-1B. Como esperado, foi
encontrada uma significante associagao entre a ApoE-s4 e a DA, entretanto
nenhuma associagao significante entre IL-1A e IL-1B. Os dados sugerem que
os polimorfismos nestes dois Ultimos genes nao apresentam uma funcao

importante na patologia da DA em pacientes brasileiros.

No evidence of association between Interleukin-1 polymorphisms and

Alzheimer’s disease in Brazilian patients
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Abstract

Several studies have attempted to find a relationship between inflammatory
pathways and psychiatric disorders. Polymorphisms of the interleukin-1 (IL-1)
gene complex, such as IL-1 alpha (IL-1A) and IL-1 beta (IL-1B) have been
associated to different mood disorders. The IL-1 alpha gene has a base
exchange at the position -889 and IL-1 beta gene has a base exchange at the
position —=511. These polymorphisms have been associated to late onset
Alzheimer disease (LOAD) pathogenesis probably inducing the translation
and processing of the beta-amyloid precursor protein with possible
implications on the progression of the plaque and tangle formation. In this
report, we have compared the distribution of these polymorphisms in 195
clinically diagnosed LOAD patients and a control group of 188 individuals. In
this study we analysed ApoE, IL-1A and IL-1B polymorphisms. As expected
we found a significant association between ApoE-¢4 and LOAD, however no
significant difference was found in IL-1A and IL-1B polymorphisms. These
data suggest that these IL polymorphisms do not play an important role in

LOAD Brazilian patients.

Key words: Alzheimer’s disease, susceptibility polymorphisms, IL-1 genes
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Alzheimer disease (AD) is a neurodegenerative condition characterized
by the presence of abnormal accumulation of beta-amyloid, neurofibrillary
tangles and loss of neurons in specific regions of the brain.

To date, three genes have been associated to familial Alzheimer’'s
disease. The presenilin 1 located at chromosome 14, presenilin 2 at
chromosome 1 and amyloid precursor protein at chromosome 21.

Sporadic late onset Alzheimer’s disease (LOAD) is responsible for the
vast majority of AD cases with no major known gene involved. A variation in
different genes may influence the susceptibility for this disease. The best
studied susceptibility gene associated to LOAD is the Apolipoprotein E
(ApoE), which is responsible for the production of a protein that transports
cholesterol and other fats throughout the body. The etiology of all proteins
involved in this form remains unknown and therefore studies attempting to
find susceptibility genes are of great interest.

The Interleukin-1 (IL-1) gene cluster comprises nine genes in
chromosome 2q14-2q14.2 including the proinflammatory IL-1 alpha (IL-1A)
and IL-1 beta (IL-1B) [1, 2]. The IL-1A has a base exchange at position —889
(C>T) and the IL-1B has a base exchange at position =511 (C>T) [1]. These
polymorphisms have been studied in several mood and neurodegenerative
disorders such as dysthymia [3], schizophrenia [1, 4], Parkinson disease [5]
and LOAD [6-19].

The function of these polymorphisms remains unknown; however
several studies predict that in LOAD, the translation and processing of the
beta-amyloid precursor protein can be induced by these variants with possible
implications on the progression of the plaque and tangle formation [20].

Since results on association studies of these polymorphisms in AD have

been controversial the aim of this investigation is verify if polymorphisms of
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IL-1A (-889T) and IL-1B (-511T) are involved in the pathogenesis of LOAD in
Brazilian patients.

A total of 195 LOAD Brazilian patients with mean age of 68.7+8 years,
were selected in accordance with the NINCDS-ADRDA criteria. In order to
classify the cognitive impairment, neurological and neuropsychological testing
including Mini-Mental State Exam (MMSE) and Clinical Dementia Rating
(CDR) were performed. The 188 age-matched controls with mean age
72.319.75 were selected according to the MMSE and/or Blessed Scale,
socio-cultural and comparable ethnic background. All patients and healthy
subjects gave informed consent for participation in this study with approval of
ethical committee of Institute of Biosciences, University of Sdo Paulo.

In order to evaluate the distribution of IL polymorphisms in the Brazilian
population, genomic DNA was isolated from peripheral blood according to
standard procedures [21] and the genotyping was based on previous study
[1].

Genotypic and allelic frequencies were compared between LOAD
patients and controls using a contingency table and the Fisher's exact test
using the program GraphPad Prism Version 3.02. Differences were
considered significant when P<0.05.

The ApoE was strongly associated to AD patients (P<0.0001), however
no significant association was observed when we compared either allele or
genotype distribution for IL-1A and IL-1B polymorphisms (P=0.813 and
P=0.607 respectively for allelic and P=0.825 and P=0.427 for genotype
distribution). Genotype and allelic distributions of ApoE, IL-1A and IL-B are
summarized in table 1.

Although recent studies suggest that genetic polymorphism increase the
risk for AD [22], only the APOE variants have been proven to be important for
AD pathogenesis in worldwide population. In the Brazilian population only this
polymorphism has been shown to be strongly associated to LOAD.

Herein we report a lack of association between the IL-1A and IL-1B
polymorphisms suggesting they might not confer an increased risk for LOAD
in the Brazilian population. Further genetic studies are necessary to

investigate the genetic basis and factors involved in the development of the
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neurodegenerative process of Alzheimer disease.
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Table 1: Distribution of the Apolipoprotein E and Interleukin-1 polymorphisms
in LOAD Brazilian patients and healthy controls

Polymorphisms LOAD patients (%) Controls (%) P value
n=195 n=188
ApoE 22 2(0.01) 3(0.02)
23 8 (0.04) 11 (0.05)
24 6 (0.03) 2(0.01) 0.0001
33 92 (0.47) 128 (0.68)
34 65 (0.34) 41(0.22)
44 22 (0.11) 3(0.02)
2 18 (0.05) 19 (0.05)
3 257 (0.66) 308 (0.82)  <0.0001
4 115 (0.29) 49 (0.13)
IL-1alpha (-889 C>T) CC 99 (0.51) 91 (0.48)
CT 78 (0.40) 81(0.43) 0.82
TT 18 (0.09) 16 (0.09)
c 276 (0.70) 263 (0.70) 0.81
T 114 (0.30) 113 (0.30)
IL-1 beta (-511 C>T) CC 72 (0.37) 68 (0.36)
CT 83 (0.42) 90 (0.48) 0.42
TT 40 (0.21) 30 (0.16)
c 227 (0.58) 226 (0.60) 0.60
T 163 (0.42) 150 (0.40)
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Capitulo 11

Discussao e Conclusao
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Estima-se que aproximadamente 2-3% das doencas sdo de origem
genética, que podem ser divididas em: doenga monogénica ou mendeliana,
multifatorial ou poligénica, cromossémica e mitocondrial.

Durante o desenvolvimento deste projeto, duas doengas, com dois
modelos de heranga foram escolhidas com estratégias distintas de estudo:
uma doenga mendeliana com envolvimento de um gene principal até entao
desconhecido (Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) familial — posteriormente
denominada ELA tipo 8) e uma doenga complexa multifatorial (Doenga de
Alzheimer (DA) forma tardia) com énfase em estudo caso-controle.

As duas doencgas apresentam algumas caracteristicas em comum, como
por exemplo, formas isoladas e familiais, inicio precoce ou tardio, a agao de
radicais livres e acumulo protéico intracelular. Além disso, alguns genes
estao envolvidos nas duas doengas como, por exemplo, 0 ApoE e genes que

codificam proteinas de transporte intracelular.

11.1 Esclerose lateral amiotréfica tipo 8

A esclerose lateral amiotréfica tipo 8 € uma doenga autossémica
dominante do tipo familial.

Os primeiros relatos histéricos dessa familia datam da década de 60,
quando Finkel (1962) (apud Richieri-Costa et al., 1981) relatou uma nova
“forma pseudomiopatica tardia da atrofia muscular progressiva heredo-
familial”. Posteriormente essa patologia foi estudada por Pern (1978) (apud
Richieri-Costa et al., 1981) que a considerou como uma forma de atrofia
muscular espinhal autossdmica dominante. Richieri-Costa et al., 1981
estudaram a familia reportada inicialmente por Finkel, além de outra
irmandade de origem negroide, residente na mesma regido e denominaram
essa patologia de “atrofia muscular espinhal autossémico dominante adulto,
do tipo Finkel” (MIM 182980).

Ao longo dos anos muitos pacientes foram encaminhados a varios
neurologistas com diferentes diagndsticos.

Os dados histéricos relatam que o primeiro paciente com essa forma de
doenga do neurdnio motor € de origem portuguesa € morou na regido da

Zona da Mata (Minas Gerais) ha pelo menos oito geracdes (~160 anos).
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Relatos de familiares contam que a familia era influente na regido e possuia
algumas fazendas e muitos escravos. Atualmente grande parte desta familia
reside na cidade de Guarani e arredores (figura 5). Ainda de acordo com a
familia ha relatos de individuos que se mudaram para o Espirito Santo e Rio
de Janeiro (consideradas nesse trabalho como familia 1).

Uma outra irmandade também residente em Guarani foi descrita por
Richieri-Costa et al., 1981 e foi nomeada neste estudo como familia 2.

No final da década de 90, pacientes residentes do Rio de Janeiro
procuraram o Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH) com uma
forma rara de doenca do neurénio motor do tipo tardio com caracteristicas de
atrofia muscular espinhal e esclerose lateral amiotrofica. Esta irmandade
(familia 3) nao apresentava familiares diretos provenientes de Guarani e
arredores, entretanto o quadro clinico era semelhante ao reportado por
Richieri-Costa et al.

Nessa mesma época outros pacientes encaminhados pela médica
neurologista Dra. Helga C. A. Silva, com quadro clinico semelhante foram
encaminhados ao CEGH e apods a entrevista verificou-se pertencerem a
familia 3. As pacientes reportaram que a familia original residia em Mutum
(MG) e em cidades proximas a capital mineira.

A avaliagao clinica e neuroldgica realizada em colaboragao com a Dra.
Helga Silva foi feita em visita domiciliar a pacientes de Belo Horizonte, Mutum
e Ouro Preto no final de 2002.

Com base nos dados da familia 3, foi realizado um estudo de ligagéao e
o loco foi mapeado em 20q13.3 (Capitulo 3).

Uma nova coleta foi realizada na cidade de Guarani no inicio de 2003
juntamente com o Dr. Fernando Kok e verificou-se que as familias 1 e 2
também apresentavam ligagao com os marcadores do cromossomo 20.

Apoés estudarmos alguns genes localizados nessa regido, foi possivel
identificar a mutagdo P56S no gene VAP-B como o responsavel por essa
patologia nessas familias (Capitulo 4).

Novas familias foram encaminhadas ao CEGH e a mutagdo no gene
VAP-B foi confirmada. Em entrevista, os pacientes reportaram terem

descendéncia portuguesa com familiares residentes em Minas Gerais. No
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total 8 familias foram incluidas nessa tese. Embora n&o tenha sido possivel
achar um elo de consangulinidade com a familia 1, um estudo recente indica
um efeito fundador para essa mutagao.

Observou-se que essas familias apresentam um haplétipo comum e por
meio de testes estatisticos verificou-se que a mutagdo provavelmente
ocorreu ha aproximadamente 400-500 anos, consistente com a colonizagao
portuguesa no Brasil (Capitulo 5). Esse achado tem duas possiveis
explicagbes: a mutagdo ocorreu no Brasil e dispersou-se somente no nosso
pais ou a mutagdo ocorreu em Portugal e foi trazida ao Brasil com a
colonizagao portuguesa. No momento diferentes grupos estdo estudando o
gene VAP-B em pacientes portugueses com doenga do neurdnio motor.
Entretanto até a finalizagdo deste capitulo nenhuma mutacdo foi
aparentemente encontrada.

Dado que a familia 3 foi a estudada quando o novo gene foi mapeado e
a grande maioria dos pacientes apresenta caracteristicas de uma forma
atipica de ELA, esta forma de doenga do neurdnio motor foi renomeada pelo
Online Mendelian Inheritance in Men (OMIM) como uma forma familial de
esclerose lateral amiotrofica do tipo 8 (ELA8, MIM 608627).

Em 2005 foi realizada uma nova visita a cidade de Guarani com a
presencga do Dr. Fernando Kok para uma re-avaliagéo clinica-neuroldgica dos
pacientes daquela localidade. Esses exames sugerem que a atrofia espinhal
do tipo Finkel na realidade € uma variagdo da ELA8. Por se tratar de uma
doencga exclusivamente brasileira, novos testes e estudos clinicos devem ser
realizados a fim de se esclarecer essa confusdo de nomenclatura.
Independentemente do nome da doenga, a mutagdo no gene foi encontrada
em todos os pacientes analisados. Alguns pacientes apresentaram uma
evolucdo mais rapida, tipica de ELA, entretanto a grande maioria apresenta
um quadro mais lento com sobrevida de 10-20 anos. Nao é possivel saber se
os pacientes com evolugao rapida apresentaram esse quadro por causa de
genes modificadores, fatores epigenéticos ou ambientais. De qualquer modo,
a procura de genes modificadores sera de grande interesse.

Marques et al., 2004 estudaram alguns membros da familia 1 e

verificaram ligagdo na mesma regiao reportada pelo nosso grupo. Entretanto
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este grupo considerou essa patologia como uma “forma hereditaria de
neuropatia motora e autondmica”. Os autores reportam que uma das
caracteristicas dessa doenca seria o aumento anormal de suor e disfungéo
gastrintestinal e sexual. Além disso, os autores reportam que a dislipidemia
seria um fator importante dessa patologia.

Avaliando as 8 familias com mutacdo confirmada no gene VAP-B,
verificamos que nem todos os pacientes apresentam alteracdes nos niveis de
colesterol ou lipides em geral. Dado que essas 8 familias apresentam
aproximadamente 1500 individuos dos quais quase 200 apresentam a
mutacdo no gene VAP-B ndo se pode excluir a possibilidade de que outras
doengas, presentes em algumas irmandades, possam de alguma forma
mascarar os sinais e sintomas da ELA8. Observamos que muitos membros
da familia 1 (incluindo pacientes e individuos normais) apresentam
problemas cardiovasculares e diabetes, que sdo doengas comuns no mundo
inteiro. Além disso, pacientes dessa familia apresentam também uma perda
de sensibilidade nas extremidades e, portanto essa doenga poderia ser
facilmente confundida com uma neuropatia periférica. Concluimos, portanto
que a ELA8 apresenta um amplo espectro com sintomatologia de atrofia
espinhal progressiva, esclerose lateral amiotréfica € mesmo neuropatia
periférica. Observamos que dependendo da fase da doenga alguns sintomas
se manifestem mais que outros e sugerimos que uma caracterizagao clinica-
neurolégica minuciosa seja realizada.

Na tentativa de se divulgar e caracterizar a ELA8 no Brasil, uma carta
de esclarecimento foi escrita pelo Dr. Fernando Kok baseadas nas
observacgdes clinicas do maior numero possivel de pacientes com a mutagéo
no gene VAP-B. O exame de DNA podera permitir um diagnéstico imediato,
dispensando a realizagdo de exames invasivos como a eletroneuromiografia
ou biépsia muscular.

De acordo com o documento redigido pelo Dr. Kok (anexo) a ELA8 pode
ser dividida em trés fases:

1. Fase prodrébmica, que ocorre meses ou poucos anos antes da

instalacao da fraqueza muscular.
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Caracteriza-se por caibras nos membros e na musculatura dorsal e
abdominal, fasciculagdes que afetam de forma indistinta qualquer musculo
esquelético, exceto os da face e dor na regiao da coluna vertebral, que se
irradia da regido da nuca para o dorso.

2. Fase sintomatica inicial (duragéo: 2 - 5 anos)

Caracteriza-se por fraqueza muscular de predominio PROXIMAL, de
inicio em membros inferiores, levando a dificuldade progressiva para
caminhar. Posteriormente, ha também comprometimento de musculatura
proximal de membros superiores, que pode ser assimétrico; quando isso
ocorre, o membro superior dominante costuma ser mais intensamente
afetado. Os reflexos miotaticos podem se mostrar desproporcionalmente
vivos/exaltados, mas com o progredir da doenga, vao se extinguindo. O
cuténeo plantar pode se achar em extensdo (sinal de Babinski) ou ser
indiferente. O cutaneo abdominal em geral acha-se abolido. As fasciculagbes
e caibras estao presentes, mas de forma menos intensa que na fase
prodrébmica. Pode-se notar amiotrofias na cintura pélvica e escapular o
observa-se tremor de atitude das méos, que é assincrono, arritmico e que se
da de forma alternada nos dedos (polimioclonia). Com freqiiéncia, ocorrem
engasgos. Observa-se ainda significativo aumento da circunferéncia
abdominal, possivelmente secundaria a fraqueza de sua musculatura e
raramente encontram-se alteragbes da sensibilidade (Figura 20a do capitulo
13).

3. Fase sintomatica avangada (duragao: 2 - 20 anos)

A perda da marcha independente marca o inicio dessa fase. O déficit
motor permanece mais intenso em musculatura proximal, e a progresséo da
fraqgueza de membros inferiores pode dificultar ou impedir o brago acima do
plano dos ombros (Figura 20a do capitulo 13). A musculatura das maos e
dos pés e afetada apenas tardiamente na evolugdo da doencga; a
musculatura facial parece ser poupada e a cervical atingida tardiamente. A
lingua pode ter fasciculagdes e amiotrofia e a motricidade ocular & normal.
Em alguns pacientes, observa-se ainda diminuicdo da sensibilidade tatil e
dolorosa com padrao de “bota” ou, mais raramente, “luva”, e redugao da

sensibilidade vibratoria em membros inferiores. Outros sinais de neuropatia
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periférica, como pés cavos (Figura 20b do capitulo 13), hipotermia e
alteragcdo da perfusdo periférica podem estar presentes. Podem ocorrer
dificuldades respiratérias e alguns pacientes necessitam de assisténcia
ventilatoria e traqueostomia.

A analise de biépsia muscular revela um padrdo neurogénico (Figura 19
do capitulo 13) e os exames de creatino-quinase esta levemente alterado no
inicio da doenga tornando-se normal no decorrer dos anos.

Uma vez identificado o gene e o seu produto a questéo seguinte é:

Qual é a fungao da proteina VAP-B?

A VAP-B é uma proteina transmembrana que esta localizada na
membrana do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi. Acredita-se
que esteja envolvida no transporte intracelular.

Ela foi descrita inicialmente por Nishimura et al., 1999, com homologia a
VAP-A localizada no cromossomo 18. As VAP’s sdo proteinas conservadas e
podem ser observadas em leveduras, plantas, moscas, roedores e humanos.
De modo geral elas estdo envolvidas no transporte de vesiculas, mas sua
localizacdo na célula pode variar. Por exemplo, nas drosdfilas elas estao
localizadas nas placas sinapticas enquanto que em humanos e
camundongos estdo localizadas em organelas envolvidas com transporte
vesicular.

A mutagdo P56S foi inserida em diferentes tipos celulares (células
HEK293 e neurdnios de camundongos) e verificou-se que a super-expressao
da proteina mutante forma agregados celulares que nao estéo localizados no
reticulo endoplasmatico nem no complexo de golgi. Essas inclusées
protéicas poderiam causar um acumulo intracelular impedindo o bom
funcionamento do trafego axonal e causando consequentemente a morte do
neurénio motor (Figura 18 do capitulo 13).

Em estudos recentes verificou-se que a VAP-B interage com diferentes
proteinas como a Nir-1, Nir-2 e Nir-3 (Amarillo et al., 2005). Estas proteinas
estdo associadas com o metabolismo de colesterol e lipides. Os autores
reportam que a VAP-B além de atuar no transporte intracelular apresentaria

um papel importante na estrutura do reticulo endoplasmatico. Sugerem ainda
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que a VAP-B interage com as proteinas Nir por meio do dominio FFAT (duas
fenilalaninas (FF) e um trato acido — acidic tract).

Loewen et al., 2005, estudaram a proteina de levedura homdloga a
VAP-B, SCS2 e observaram novamente a interacdo do motivo FFAT com as
VAP’s. Os autores induziram uma série de mutagdes ao longo do gene e
observaram residuos criticos, que quando ausentes interferem na interacéo
entre estas proteinas.

Curiosamente os autores identificaram uma mutacdo no gene de
levedura SCS2 (P51S), correspondente a P56S observada em pacientes
brasileiros e verificaram que essa mutacdo nio altera sua interagdo com o
dominio FFAT. Os autores sugerem que essa mutagdo, embora altere a
estrutura da proteina, mantém a sua capacidade, talvez parcial, de interagir
com outras proteinas e recrutar outras proteinas com o motivo FFAT.

Hamamoto et al.,, 2005 estudando a proteina nao-estrutural (NS5A) do
virus da hepatite C (HCV — hepatitis C virus) verificaram por meio da técnica
de duplo-hibrido que a proteina VAP-B interage com ela e com a NS5B. A
NS5A e NS5B sao fosfoproteinas que interagem com varias proteinas
celulares e participam da replicacdo do HCV.

Este grupo verificou que a NS5A esta localizada na membrana do
reticulo endoplasmatico e do complexo de golgi. Além disso, verificaram que
a super-expressao da VAP-B aumenta a expressdo da NS5A e NS5B e
consequentemente a replicacdo do HCV em células Huh-7.

Por meio do RNA de interferéncia verificaram que a inibicdo da VAP-B
inibe também a NS5B, sugerindo mais uma vez a interagao dessas proteinas
e sua importancia na replicagao do virus da hepatite C.

Novos estudos devem ser realizados na tentativa de entendermos como
uma mutagao no gene VAP-B causa esta intrigante patologia da ELAS.

Até o momento ndo ha indicios de que a ELA8 ocorra em outros paises
além do Brasil. Ainda nao é sabido se a dislipidemia presente em alguns
pacientes possa ter alguma relagdo com a VAP-B e proteinas associadas,
nem se a diabetes poderia ser um fator modulador do quadro clinico em

outros pacientes.



Capitulo 13 — Anexos 131

Acreditamos que uma das formas de se tratar a ELA8 seria tentar
impedir ou bloquear a formagao precoce dos agregados celulares. Uma das
possiveis formas de se evitar o acumulo protéico seria por meio de RNA de
interferéncia inibir a acdo da VAP-B. Os nossos resultados iniciais
demonstraram que € possivel inativar a proteina VAP-B em modelos
celulares. Entretanto novos experimentos seréo realizados para verificarmos
se é possivel bloquear a proteina sem alterar o funcionamento celular. Isso
porque sabemos hoje que a VAP-B interage com diferentes proteinas
importantes ndo somente no transporte intracelular como também na

estrutura de organelas.

11.2 Doenca de Alzheimer nao familiar

A Doenca de Alzheimer (DA), uma das doengas mais comuns em
idosos, é 0 segundo tema dessa tese. Aproximadamente 90-95% dos casos
séo de casos isolados com padrao de heranga multifatorial.

Apods a identificacdo da variante ApoE—<4 como fator de predisposicéo
diferentes grupos tém buscado identificar novos polimorfismos envolvidos na
DA nos ultimos anos. Entretanto, até o momento ndo foi identificado nenhum
outro gene com uma fungao tao importante quanto o ApoE.

Na populagdo brasileira, o alelo ApoE-¢4 também esta presente em
maior freqiiéncia no grupo de pacientes com DA comparado com o grupo
controle (Oliveira et al., 1997; de-Andrade et al., 2000; Souza et al., 2003).

Zubenko et al., 1998 identificaram associagao positiva nos marcadores
DXS1047 e D10S1423, que também foram estudados em pacientes
brasileiros com DA. Entretanto na amostra brasileira nenhuma associagéo foi
observada (Nishimura et al., 2000, 2001).

Além destes marcadores, polimorfismos nos genes do transportador de
serotonina (5HTTLPR), fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF),
monoamino oxidase A (MAOA) e as interleucinas 1 alfa e beta (/L-1A e IL-1B)
também foram estudados nos pacientes brasileiros com Doenga de
Alzheimer (Oliveira et al., 1998, Nishimura et al., 2004, 2005).

Uma insercido/delecdo de 44pb localizado no promotor do gene

transportador da serotonina (5HTTLPR) parece estar relacionada a uma
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maior susceptibilidade em desenvolver DA em diferentes populagbes.
Oliveira et al., 1998 estudaram inicialmente 81 pacientes com DA e 82
controles normais. Observou-se que a freqiéncia da variante curta € maior
no grupo de pacientes com DA do que os controles normais (P<0,05).
Posteriormente, foram estudados 128 pacientes com DA e 126 controles
normais e observou-se associacdo somente na distribuigdo genotipica
(P=0,05) Nishimura et al., 2005. Entretanto, em uma amostra maior de
pacientes (192) e controles (151) observou-se auséncia de associagdo na
distribuicdo genotipica (P=0,06) e alélica (P=0,58). Estes dados nao foram
incluidos na tese, mas reforcam a necessidade de se estudar muitos
pacientes para se verificar a importancia de um polimorfismo em uma
determinada populacao.

O segundo polimorfismo estudado nessa amostra de pacientes
brasileiros com Doenca de Alzheimer foi uma alteragdo de um unico
nucleotideo presente no promotor do gene BDNF (brain derived-
neurotrophic factor) — (C-270T).

Kunugi et al., 2001 observaram que a variante T confere um aumento
de susceptibilidade de desenvolver a DA na populagao japonesa.

Diferentes grupos estudaram este polimorfismo e outros localizados
na regido codificadora do gene. Os resultados podem ser visualizados na
meta-analise organizada por Bertram et al.
(http://www.alzforum.org/res/com/gen/alzgene/geneoverview.asp?geneid=
109).

De maneira geral os resultados s&o controversos e observa-se que
dependendo da populagao o polimorfismo pode estar associado ou ndo a
doenca de Alzheimer.

De acordo com a meta-analise, o alelo 270T é uma variante de risco
para a populagéo japonesa (Kunugi et al., 2001 e Nishimura et al., 2005),
enquanto que em caucasianos esse polimorfismo pode ou néo estar
associado a DA (Olin et al., 2005, Riemenschneider, 2002, Bodner et al.,
2005, Desai et al., 2005).

Na amostra brasileira, foram incluidos neste estudo 188 pacientes
com DA e 188 individuos controles e observamos que o alelo T ndo
confere um aumento no risco de se desenvolver esta doenca.

Outro polimorfismo estudado nesta amostra de pacientes brasileiros
foi uma variante localizada na regido promotora do gene da Monoamino
Oxidase A (MAOA).

A proteina MAOA é uma enzima, localizada na mitocdndria, que
catalisa a degradacdo oxidativa de aminas biogénicas, incluindo

neurotransmissores como a nor-adrenalina, dopamina e serotonina.
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Inibidores de MAOA sao usados para tratamento dos sintomas de depressao
€ pressao alta.

Sabol et al., 1998, identificaram um polimorfismo constituido de uma
seqléncia de repeticdes de 30pb na regido promotora do gene (Sabol et al.,
1998). Este grupo verificou que os alelos com 3.5 ou 4 cépias da sequéncia
repetitiva sdo transcritas de 2 a 10 vezes mais eficientemente que aquelas
com 3 ou 5 copias de repetigdo (Sabol et al., 1998). Isto é, os alelos com 3.5
ou 4 repeticdes estariam atuando mais efetivamente na degradacao de seus
substratos, diminuindo a concentracdo de serotonina. E sabido que a
diminuicao dos niveis de serotonina pode causar desvios de comportamento
(agressividade) e dessa forma poderia estar relacionada com a DA.

Em vista disso foram estudados 128 pacientes brasileiros com DA €126
controles normais (Nishimura et al., 2005).

Nenhuma alteragdo na distribuicdo alélica foi identificada quando os
sexos foram analisados separadamente (P=0,1 para os homens e P=0,27
para mulheres). Entretanto observou-se associagcéo significante quando os
sexos foram analisados juntos (P=0,01). Neste estudo, verificamos que o
alelo curto do SHTTLPR e o alelo 1 da MAOA estavam presentes em 19
pacientes e em somente 4 controles (P=0,001).

Uma possivel explicacdo deste achado seria que a combinacdo de
diferentes genes poderia estar atuando na patogénese da DA. Entretanto
nao se pode excluir a possibilidade de que tenha ocorrido ao acaso.

Takehashi et al., 2002 estudando um outro polimorfismo no gene da
MAOA encontraram uma associagdo positiva, sugerindo que este gene
poderia estar envolvido na patologia da Doenga de Alzheimer.

Finalmente, os Uultimos polimorfismos estudados nesta amostra de
pacientes estdo localizados nos genes Interleucina 1 alfa (IL-1A) e
Interleucina 1 beta (IL-1B).

A fungdo destes polimorfismos ainda € desconhecida, entretanto
acredita-se que a traducao e o processamento da proteina precursora beta-
amiléide pode ser induzida por estas variantes, com possiveis implicagdes

na formacao das placas amiléides (Griffin et al., 2000).
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Neste ultimo trabalho, foram estudados 195 pacientes brasileiros com
DA e 188 controles normais.

Apesar de encontrarmos uma associagao entre o alelo ¢4 da ApoE e o
grupo de pacientes (P<0,0001) nao foi possivel encontrar associagao entre
os polimorfismos localizados na IL-1A e IL-1B (P=0,813 e P=0,607
respectivamente para a distribuicido alélica e P=0,825 e P=0,427 para a
distribuicdo genotipica) e o grupo de pacientes com DA.

De modo geral chegamos a conclusdo de que nesta amostra da
populacdo brasileira o Unico polimorfismo estudado que apresenta
implicagdes na patologia de Alzheimer é o polimorfismo da ApoE.

Atualmente, com as novas tecnologias € possivel identificar
polimorfismos mais facilmente. Tentar entender a verdadeira fungao dessas
alteragdes na patogénese da Doenca de Alzheimer sera o grande desafio
para o futuro.

Até o momento a Doenca de Alzheimer ndo tem cura. Entretanto é
possivel tratar os sintomas como depressao, agressividade e retardar o
avango progressivo da doenga. Diferentes medicamentos estdo disponiveis
para o tratamento dos sintomas e atualmente discute-se o uso de vacina
para a DA.

Sabe-se que as placas amildides sao importantes para a patologia da
doenca de Alzheimer e estudos em animais sugerem que o uso de vacinas
pode retardar o aparecimento destas placas de maneira eficiente.

A vacina causa uma resposta imune e poderia evitar a formacéo e

desenvolvimento das placas e a deterioragao das células nervosas.

Em resumo, estas duas doengas neurolégicas com modelos de heranga
e mecanismos semelhantes foram os temas deste trabalho.

Na primeira parte da tese deu-se énfase na forma familial de esclerose
lateral amiotréfica, com a identificacdo de uma nova doenga autossGmica
dominante tardia, selegdo das familias, mapeamento de um novo loco,
identificacdo do gene, efeito fundador e possivel inativagdo da proteina por
meio de RNA de interferéncia como forma de tratamento. Na segunda parte

da tese foram realizados estudos de associagdo na forma esporadica
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(isolada) da doenga de Alzheimer com possiveis genes de susceptibilidade
envolvidos em diferentes vias. Entender os mecanismos que causam a forma
esporadica da DA é um grande desafio para qualquer pesquisador e é
necessario analisar um grande numero de pacientes para se chegar a
alguma conclusédo. Por exemplo, verificamos que na nossa populagdo o
polimorfismo do SHTTLPR estava associado no primeiro estudo, entretanto
quando a amostra foi aumentada esse achado nao foi confirmado.

Outro fato importante é selecionar um grupo controle adequado para o
estudo de associagao. Principalmente em uma populagdo miscigenada como
a populacéo brasileira.

De maneira geral tanto a ELA quanto a DA sao doengas de grande
impacto na populacdo mundial. Apesar dos estudos realizados até o
momento, 0 mecanismo patolégico de ambas ainda ndo é conhecido.

Além disso, como sdo doengas genéticas de inicio tardio, muitas
questdes éticas sao levantadas tais como: o aconselhamento genético em
familiares com um unico individuo afetado pela doenga; testes em individuos
assintomaticos, diagndstico pré-implantacdo, tratamentos sabidamente
ineficazes e enfim possiveis terapias com o uso de células-tronco.

Esperamos que no futuro possamos compreender um pouco mais

destas patologias e contribuir para o tratamento desses pacientes.
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Figura. 18: Expressédo da VAP-B em neurdnios de camundongo. a) expressdo da VAP-B selvagem
(verde); b) marcador de reticulo endoplasmatico (RE) pDsRed-ER (vermelho); ¢c) marcador de
complexo de golgi (CG) pGolgi-ECFP (azul); d) expressdo da VAP-B mutante (P56S) e formacgéo de

agregados celulares; sobreposi¢cdo das imagens do VAP-B mutante e o marcador de RE (e) e com o
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marcador de CG (f). Observe que a VAP-B mutante nédo co-localiza com o RE e o CG. Imagens
obtidas pelo Dr. Paul Skehel.




Capitulo 13 — Anexos 156

Figura. 19: Bidpsia muscular de dois pacientes portadoras da mutagdo P56S do gene VAP-B. Observa-se um padrdo neurogénico
com grupos de fibras anguladas grandes e pequenas. Imagem obtida pela Dra. Mariz Vainzof.
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Figura. 20: Fotos de um paciente com mutagédo no gene VAP-B. a) este paciente apresenta fraqueza muscular dos membros
superiores e inferiores, além de um aumento na circunferéncia abdominal. b) Pé cavo. Imagens obtidas por Agnes Nishimura e Dr.
Fernando Kok.

Tabela 14: Lista de pacientes com mutagdo no gene VAP-B. Qito familias foram incluidas nesse estudo.

cadeira de
Familia N°reg ID idade idade de inicio rodas observacao
1 C10986 V:157 ? ? - falecida
1 C10989 VI:50 58 45 52 insuficiéncia respiratéria, diabetes, disfagia e hipercolesterolemia
1 C10996 VI:57 51 44 - -
1 C11002 V47 64 ? - insuficiéncia respiratoria
1 C11005 VI:73 57 42 54 disfagia, hipercolesterolemia e pé cavo
1 C11009 V50 70 50 ? falecida
1 C11013 V49 80 75 - -
1 C11045 VI:63 - - - -
1 C12669 VI:40 64 50 58 insuficiéncia respiratéria, traqueostomia e disfagia
1 C14827 VI:52 63 55 - falecido (diabetes, disfagia e hipercolesterolemia, cardiaco)
1 C14839 VI:53 63 55 - -
1 C17754 VI:15 54 46 - disfagia
1 C17763 VI:46 63 52 60 falecido (diabetes, disfagia e hipercolesterolemia)
1 C17765 VI:20 54 53 - -
1 C19754 VI8 46 36 - disfagia e depressao
1 C20821 VI:31 51 39 48 -
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1 C20914  VI:33 48 42 - -

1 C20915 VI:37 42 38 - -

1 C20916  VI:28 57 47 55 insuficiéncia respiratéria, traqueostomia e disfagia
1 C20917 VI:32 ? ? - -

1 C21076  VI:41 63 42 - amiotrofia proximal leve

1 C21122 VI:85 51 42 47 disfagia e insuficiéncia respiratoria

1 C21123 VI:87 43 40 - cancer e depressao

1 C21124 VI:15 55 53 - amiotrofia proximal leve

1 C21125 VI:76 51 48 - insuficiéncia respiratoria e disfagia

1 C21126  VI:78 47 42 - disfagia, insuficiéncia respiratéria e pé cavo
2 C10999 IV:11 52 41 - falecida

2 C19756  IV:9 54 40 - hipercolesterolemia

3 C17686 V:18 50 40 - falecida

3 Cc17687 V:20 50 43 47 -

3 C17688 V:22 53 30 51 -

3 C17886 V66 51 37 ? -

3 C17925 V24 48 45 - -

3 C18037 V45 60 47 - -

3 C18717 V:60 49 37 - disfagia e disfonia

3 Cc18721 V:33 59 25 47 cifose, disfagia, disfonia e insuficiéncia respiratéria
3 C18725 V50 53 44 - disfagia

3 C18734 Vi1 43 31 - -

3 C19459 V:39 51 ? - -

3 C17924 V.28 46 41 - -
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C12377
C20382
C20448
C20896
C20246
C19857
C21029
C17788
C18584
C19759
C21164
C21165

IvV:17
V:6
V:2

IV:11
l:5
l:2
13

IV:14

IV:11

IV:34

IV:33

IV:38

57
50
50
66
59
58
56
61
61
58
60
54

52
38
42
55
38
47

48
37
40
49
50

insuficiéncia respiratéria e hepatite C
insuficiéncia respiratéria e hipercolesterolemia
insuficiéncia respiratéria e hipercolesterolemia

insuficiéncia respiratoria
traqueostomia
sindrome do panico

sialorréia e insuficiéncia respiratoria

disfonia, cifose
disfonia, disfagia, insuficiéncia respiratéria
disfonia, disfagia, insuficiéncia respiratoria




Informacgao sobre a ELA-8 para os médicos
(redigido pelo Dr. Fernando Kok)

O que é a ELA-8

A ELA-8 é uma forma de esclerose lateral amiotréfica geneticamente
determinada, de heranga autossémica dominante, e que foi identificada em
diversas familias no Brasil. Ela € estudada desde a década de 60, mas o
gene responsavel por essa condicdo, localizado no cromossomo 20 e
conhecido com o VAP-B, foi identificado somente em 2004 (Nishimura e
cols). Todos os portadores dessa condigdo no Brasil compartiiham uma
mesma mutagdo nesse gene. Como se trata de uma condicdo de heranca
dominante, a presenga da mutagdo em um unico alelo & suficiente para
ocasionar a doencga. Existe significativa variabilidade da idade de inicio e
velocidade de progressao da doencga. Individuos de ambos os sexos podem
ser igualmente afetados e a doenga parece que se comporta da mesma
forma em homens e mulheres.

Qual as caracteristicas clinicas da ELA-8?

Informacgdes coligidas a partir da observagdo de pacientes de oito
familias com ELAS.

A idade de inicio da ELA-8 varia entre cerca de 35 e 50 anos de idade, e
os sintomas principais sao:

1. Fase prodrémica, que ocorre meses ou poucos anos antes da
instalagéo da fraqueza muscular.

Caracteriza-se por caimbras nos membros e na musculatura dorsal e
abdominal, fasciculagdes que afetam de forma indistinta qualquer musculo
esquelético, exceto os da face e dor na regido da coluna vertebral, que se
irradia da regiao da nuca para o dorso.

2. Fase sintomatica inicial (duragdo: 2-5 anos)

Caracteriza-se por fraqueza muscular de predominio PROXIMAL, de
inicio em membros inferiores, levando a progessiva dificuldade para
caminhar. Posteriormente, ha também comprometimento de musculatura
proximal de membros superiores, que pode ser assimétrico; quando isso
ocorre, o membro superior dominante costuma ser mais intensamente
afetado. Os reflexos miotaticos podem se mostrar desproporcionalmente
vivos/exaltados, mas com o progredir da doenga, vao se extinguindo. O
cutdneo plantar pode se achar em extensido (sinal de Babinski) ou ser
indiferente. O cutaneo abdominal em geral acha-se abolido. As fasciculagbes
e caimbras estdo presentes, mas de forma menos intensa que na fase
prodrébmica. Pode-se notar amiotrofias em cintura pélvica e escapular o
observa-se tremor de atitude das méos, que é assincrono, arritmico e que se
da de forma alternada nos dedos (polimioclonia). Com freqiiéncia, ocorrem
engasgos. Observa-se ainda significativo aumento da circunferéncia
abdominal, possivelmente secundaria a fraqueza de sua musculatura e
raramente encontra-se altera¢des da sensibilidade.



3. Fase sintomatica avancgada (duragéo: 2-5 ou + anos)

A perda da marcha independente marca o inicio dessa fase. O déficit
motor permanece mais intenso em musculatura proximal, e a progresséo da
fraqueza de membros inferiores pode dificultar ou impedir o brago acima do
plano dos ombros. A musculatura das maos e dos pés e afetada apenas
tardiamente na evolugdo da doenca; a musculatura facial parece ser
poupada e a cervical atingida tardiamente. A lingua pode ter fasciculagdes e
amiotrofia e a motricidade ocular € normal. Em alguns pacientes, observa-se
ainda diminuigdo da sensibilidade tatil e dolorosa com padrao de “bota” ou,
mais raramente, “luva”’, e reducido da sensibilidade vibratéria em membros
inferiores. Outros sinais de neuropatia periférica, como pés cavos, hipotermia
e alteracdo da perfusdo periférica podem estar presentes. Podem ocorrer
dificuldades respiratérias e alguns pacientes necessitam de assisténcia
ventilatoria e traqueostomia.

Nao é possivel prever a progressdo da doenga, pois se observou
pacientes com progressao rapida (até 5 anos) e outros com progressao lenta
(10-20 anos).

O que mostram os exames complementares na ELA-8

A creatino-quinase (CK) sérica pode se achar elevada, especialmente
em fases iniciais da doenca. A eletroneuromiografia mostra alteracdes
sugestivas de comprometimento do motoneurdnio. A ressonancia magnética
de cranio, realizada em numero reduzido de pacientes, nao revelou
anormalidades. Exames como LCR e bidpsia de musculo também néo
contribuiram para o diagnéstico.

Como o diagnoéstico pode ser confirmado?

O diagnéstico de ELA-8, por mutagdo do gene VAP-B, pode ser
confirmado por meio do sequenciamento do gene. Nas familias brasileiras
em que essa condi¢ao foi estudada, todos apresentavam a mesma mutagao.
Em todos os casos até o presente estudados, havia uma historia familiar de
doenga neuromuscular iniciando na vida adulta, e as familias residiam ou
tinham ancestrais procedentes da regido serrana do Rio de Janeiro ou da
Zona da Mata de Minas Gerais (Juiz de Fora e adjacéncias).

Esse teste genético & feito sempre apds consentimento informado e
tratado de forma sigilosa. Ele é oferecido apenas individuos que
apresentem sintomas clinicos e NAO DEVE ser realizado em individuos
assintomaticos que pertengam a familias de risco. A penetrancia dessa
doenga parece ser alta, mas desconhece-se se existem portadores
assintomaticos em idade avancgada.

O que pode ser feito para os portadores de ELA-8?

Nao ha, até o momento, tratamento especifico para essa doenca.
Medidas de apoio, como fisioterapia, ajudam de forma significativa a
manutencdo da atividade fisica e estdo recomendadas. O uso de
medicamentos como o Riluzole (Rilutek), que auxiliam no tratamento de
formas esporadicas de ALS, pode ser considerado, mas sua eficacia para a
ELA-8 ainda nao foi demonstrada.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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