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1. INTRODUCAO



1.1  Doenca de Alzheimer: aspectos gerais

Observando ao microscopio cortes do tecido cerebral de um paciente que em
vida apresentava sinais de deméncia, o psiquiatra Alois Alzheimer descreveu a deposi¢do de
uma "substancia peculiar" em toda a regido do cortex cerebral (ALZHEIMER,1907).

Os depositos, descritos por Alzheimer, constituem o evento central do
distarbio neurolégico que hoje leva o seu nome, caracterizando as lesdes cerebrais
associadas a essa doenga que afeta milhdes de individuos de diferentes ragas e grupos
étnicos.

Estudos neuropatologicos mostraram que essas lesSes constituem a base da
perda de memoria e de estabilidade emocional que ocorrem de maneira gradual, mas
inexoravel, nos individuos afetados. O conjunto dos sintomas inclui, ainda, declinio do
desempenho das tarefas cotidianas, diminuigdo do senso critico, desorientagdo témporo-
espacial e dificuldades de aprendizado. Os sintomas podem evoluir para um estado de
debilidade grave e imobilidade, resultando em deméncia e morte em um intervalo de seis a
vinte anos a partir do inicio da doenga (HARDY & ALLSOP,1991;,CLARK &
GOATE,1993). A doenga de Alzheimer é responsavel por 50% de todas as deméncias, e,
entre as irreversiveis (80 a 90 % das deméncias no geral), 70% s3o associadas a ela
(SAYEG,1991).

Ainda ndo existe tratamento efetivo para a doenga e o diagnostico definitivo
requer confirmagdo histopatoldgica por biopsia cerebral ou, apds a morte, necropsia
(SAYEG,1991;,CLARK & GOATE,1993).

Apesar da doenga estar, geralmente, associada ao envelhecimento e de sua
manifestagdo ser, na maioria dos casos, esporadica, estudos epidemiolégicos mostraram um
padrdc de heranga autossOmica dominante em algumas familias (PRICE,1986;FITH et

al.,1988}. A identificagdo de marcadores cromossdmicos associados a varios casos de



doenga de Alzheimer familial deu origem a uma dicotomia com base na idade do inicio da
manifestagdo, nas diferentes familias. Algumas familias apresentam manifestagdo precoce
(abaixo de 65 anos), enquanto em outras a doenga se manifesta mais tardiamente (LEVY &
FRANGIONE,1991).

Evidéncias acumuladas na ultima década indicaram que os depdsitos
cerebrais encontrados no Mal de Alzheimer sdo constituidos pelo acimulo de uma proteina
na forma fibrilar, a proteina f3-amildide de 4.500 daltons ( GLENNER & WONG,1984 ),
também denominada de /Ay (MASTERS et al.,1985) ou ainda BAP. Esta proteina é, na
verdade, o produto da clivagem enzimatica ou processamento de uma proteina precursora
muito maior, a APP (proteina precursora da 3-amiloide), codificada por um gene localizado
no cromossomo 21 (St. GEORGE-HYSLOP et al.,1987,TANZI et al.,1987).

Para muitos, o mapeamento do gene da APP no cromossomo 21 veio ao
encontro do fato de que individuos afetados pela sindrome de Down que chegam a idade
adulta apresentam, geralmente por volta da quarta ou quinta década de vida, degeneragio e
lesGes cerebrais semelhantes aquelas encontradas em pacientes com doenga de Alzheimer
(WISNIEWSKI et al,1985). As habilidades mentais nestes pacientes parecem entio,
diminuir ainda mais, tornando possivel uma correlagdo clinico-patoldgica entre a sindrome
de Down e a doenga de Alzheimer.

O estudo da proteina $-amildide e do seu precursor ndo so6 contribuiu para a
caracterizagdo patobioquimica da doenga, como também ajudou a esclarecer a base genética
do Mal de Alzheimer e a discutir alguns dos aspectos provavelmente ligados a etiologia da
doenga.

Como mencionado, os depdsitos amiloides fibrilares associados ao Mal de
Alzheimer, também presentes nos casos de adultos com sindrome de Down, constituem as
lesGes tipicas dessa doenga. [Essas lesdes se apresentam na forma dos chamados
emaranhados neurofibrilares e placas senis. Os primeiros constituem os agregados

encontrados intracelularmente no corpo celular dos neurdnios. As placas senis sdo lesdes



esféricas de 10-200 my de didmetro formadas de depositos extracelulares de filamentos
protéicos de 6-10 nm . Muitas vezes a placa senil estd cercada de terminais nervosos em
degeneragdo. A anilise do cortex cerebral, quanto ao niimero de placas e de neurdnios que
mostram esses emaranhados neurofibrilares no seu interior, indicou a correlagdo dessas
varidveis com o aparecimento e a gravidade da deméncia ( ROTH,1966 ;BRAAK &

BRAAK,1991).
As paredes dos vasos sangiiineos do cortex cerebral ou das meninges podem

também ser um  sitio  extracelular  adicional da  deposigdo  amildide
(PANTELAKIS,1954;GLENNER,1992), embora essa amiloide cerebrovascular (angiopatia
congofilica) ocorra com menor freqiiéncia em comparagdo aos emaranhados neurofibrilares
e as placas senis. Nio foi encontrada correlagdo significativa entre quantidade de amiloide
vascular e gravidade clinica da deméncia na Doenga de Alzheimer (MONTIOY et al.,1982).

A proteina B-amildide encontrada nas placas senis e nas paredes dos vasos
é essencialmente a mesma proteina, sendo constituida de 42 residuos de aminoacidos no
primeiro tipo de lesio e de 39 residuos no segundo (GLENNER &
WONG,1984;MASTERS et al.,1985;PRELLI et al.,1988).

Além do papel central da deposi¢gdo de um fragmento decorrente da
protedlise de uma proteina precursora, a APP, evidéncias acumuladas nos ultimos anos
mostram que varias substincias podem ser relevantes para o processo de formagio dos
depositos amiléides na doenga de Alzheimer. A presenga de algumas delas foi inclusive
detectada nessas leses. Entre essas substincias estdo o componente amildide P, inibidor
da elastase in vitro, e outros inibidores de proteases (PRELLI et al.,1985,CORIA et
al.,1988;ABRAHAM et al.,1988), glicosaminoglicanas (SNOW et al.,1987), silicatos de
aluminio e outros componentes inorganicos (MASTERS et al.,1985,CANDY ez al.,1986),
além de proteinas diversas, como a proteina tau, a principal proteina encontrada nos
emaranhados neurofibrilares (KOSIK,1992;GOEDERT et al, 1988). Possivelmente,
outros fatores ainda nio identificados devem completar este conjunto (MULLER-HILL &
BEYREUTER,1988 ). Além de um conjunto possivelmente incompleto, dois aspectos
precisam ser ainda melhor explorados: o mecanismo pelo qual estes fatores relacionados aos

depositos amildides propriamente ditos exercem sua agdo € o seu real papel ou contribui¢io



na etiologia da amiloidogénese. De qualquer modo, estudos mais recentes abordando a v
proteina tau, por exemplo, mostraram que as seis isoformas humanas conhecidas, enigmadas
por processamentos distintos a partir de um (nico gene no cromossomo 17, estdo todas
igualmente presentes nos emaranhados neurofibrilares intraneurdnios e, apresentam um
estado de fosforilagio anormal (BRION, 1991;DREWES et al,1992). Esta situagio
poderia alterar as fungdes normalmente exercidas por esta proteina (MANDELKOW &
MANDELKOW,1993), como por exemplo sua participagdo na montagem e estabilizagdo
dos microtibulos (BAAS et al.,1991;,DRECHSEL et al.,1992). A desestabilizagdo dos
microtibulos poderia gerar a completa dissolugdo do citoesqueleto nos neurdnios afetados
pelos emaranhados neurofibrilares (KOSIK,1992), contribuindo para a perda neuronal
observada nos estagios mais avangados da doenga (HOLTZMAN & MOBLEY,1991). <

A compreensdo da etiologia do Mal de Alzheimer parece ser extremamente
dificil, refletindo, portanto, a complexidade do processo. Esta complexidade parece ficar
ainda mais evidente quando outros aspectos, excluidos os sinais neuropatolégicos no .
cérebro, ou seja, as lesdes tipicas da doenga, sdo considerados. Além da clara relevancia dos
fatores genéticos, abordada adiahte, outros fatores parecem contribuir significativamente
para o quadro patoldgico.

Nos individuos afetados pela doenga de Alzheimer, tem sido observado um »
aumento da permeabilidade das membranas celulares, muitas vezes associado a um
aumento da mortalidade celular. Essas caracteristicas s3o consistentes com a agdo de
radicais livres, implicando-os, consequentemente, na etiologia da doenga. .«

Estudos recentes (RICHARDSON,1992) mostraram que células do tecido
nervoso central e da pele de individuos acometidos pela doenga de Alzheimer apresentam
uma maior sensibilidade aos efeitos causados por radicais livres, utilizando-se como
referéncia, entre outros, os niveis de forma¢do de produtos de peroxidagdo e o nivel da
enzima superdxido dismutase (SOD). A avaliagio deste ultimo foi também realizada em
eritrocitos obtidos de individuos afetados (FERNANDES ef al.1993), podendo ser a
diminuigdo observada no nivel da enzima interpretada como um possivel indicativo de uma
maior sensibilidade a radicais livres nesses pacientes. Em ambos os casos, a origem desta

maior sensibilidade ndo foi determinada, podendo estar relacionada tantc com uma



diminuigio das defesas antioxidantes quanto com um aumento da formagdo de radicais
livres ou ainda, ambos. A conseqiiéncia disto para os pacientes nio foi estabelecida, mas
seguramente ndo deve ser minimizada dentro do quadro patologico.

O envolvimento de radicais livres na etiologia da doenga de~
Alzheimer parece ter ganho ainda maior relevancia com a hipétese proposta recentemente
por HENSLEY et al. (1994), na qual a agregagdo e a neurotoxicidade da B-amiloide sGo
explicadas com base na geragdo de espécies ativas de oxigénio por peptideos originados da
sua propria fragmentagdo in vitro. Trabalhando com B-amildide sintética (B1-> 40), os
autores, além de acompanharem a geragdo de radicais livres em solugdo aquosa pela
fragmentagdo da proteina, também reuniram evidéncias de que os peptideos resultantes
podem inativar as enzimas glutamina sintetase (GS) e creatina quinase (CK) in vitro. Entre
estes, aquele englobando a seqiiéncia do residuo 25 ao 35 (B 25— 35) parece ser o
inativador mais potente. Estes dados parecem complementar os resultados de PIKE et
al.(1993) que mostraram o comportamento neurotoxico deste mesmo peptideo em celulas
em cultura, imediatamente ap6s sua solubilizagdo. Por outro lado, o efeito observado sobre
a GS e a CK, sensiveis as lesdes oxidativas (LEVINE, 1983), encontra contrapartida no fato
de que a atividade das duas enzimas esta alterada em individuos afetados pela Doenga de
Alzheimer (OLIVER et al.,1990).

Outro fator de risco apontado recentemente implica mudangas
observadas no acido desoxirribonucleico mitocondrial (mtDNA). Foi detectado um
aumento significativo de "delegdes" no mtDNA em varias regides do cérebro de individuos
idosos. Este aumento parece ocorrer significativamente em individuos com mais de 80 anos
de idade e, justamente nas areas cerebrais afetadas pela Doenga de Alzheimer (CORRAL-
DEBRINSKI ef al.,1992). Esses dados sugerem que essas "delegdes” poderiam contribuir
para as alteragdes neurolégicas associadas freqlientemente com o envelhecimento. Na
doenca de Alzheimer, elas poderiam estar relacionadas com a manifestagdo tardia € com a
gravidade, por exemplo.

O gene da subunidade 2 da NADH desidrogenase mitocondrial
(ND2) parece particularmente importante na implicagdo do mtDNA como um fator

relevanie para a doenga. LIN ef al.(1992) detectaram uma mutagao de ponto no codon 331



deste gene em DNA mitocondrial isolado do cérebro, em um numero signiﬂcativo de
pacientes com o Mal de Alzheimer. Esta mutag@o ndo foi encontrada em cérebros normais.
Apesar de nem o efeito, nem o significado patologico desta mutagdo terem sido
diretamente demonstrados, os autores sugerem que esta alteragdo poderia estar relacionada
com um possivel papel desacoplador na fosforilagdo oxidativa, o que traria grande impacto
nas fungdes cerebrais dos individuos afetados pela doenga.

Além das alteragdes detectadas ao nivel do mtDNA, 5.2% dos pacientes de
origem caucasiana incluidos no estudo de SHOFFNER et al.(1993), com doenga de
Alzheimer de manifestagdo tardia, apresentaram alteragGes na seqiiéncia de nucleotideos do
gene do acido ribonucleico transportador (tRNA) da glutamina (GLN); alteragdo esta
detectada em apenas 0.7% dos individuos normais analisados. Além disso, em um desses
pacientes foi encontrada ainda uma inser¢do de cinco nucleotideos no acido ribonucleico
ribossdmico (rRNA) 1285, enquanto em um outro, foi detectada uma alteragdo na seqiiéncia
de nucleotideos neste mesmo tipo de acido nucleico. Estudos adicionais devem contribuir

para que se determine o verdadeiro significado dessas mutagdes.

1.2 Propriedades dos depdsitos amildides

Os depositos protéicos intra e extracelulares que ocorrem nesta doenga
exibem propriedades tintoriai;‘ caracteristicas que sdo largamente utilizadas na localizag3o e
identificagdo especifica dos mesmos, possuindo, conseqlientemente, valor diagndstico. A
mais importante delas, usada como procedimento padrdo na identificagido histologica, € a
birrefringéncia verde-magd sob luz polarizada, apds coloragdo com vermelho-congo
(PUCHTLER et al,1962 ). Um outro exemplo é a fluorescéncia verde-amarela tipica,
associada a colorag@o por tioflavina S e T (VASSAR & CULLING,,1959;HOLTZMAN &
MOBLEY, 1991).

Estas propriedades tintoriais incluem os depdsitos encontrados no cérebro

de pacientes acometidos pelo Mal de Alzheimer dentro do grupo de depdsitos patologicos



denominados, genericamente, de amildides (GLENNER et al.,1986 ). O termo amildide foi
introduzido pelo patologista Rudolph Virchow, sugerindo uma composigdo polissacaridica
dos mesmos a partir da observagdo da coloragdo desses depodsitos com iodo
(VIRCHOW, 1855a;1855b).

A natureza protéica dos depOsitos amildides foi sugerida logo a seguir com
base na analise quimica do material depositado ( FRIEDRICH & KEKULE, 1859 ).
Entretanto, a demonstrag@o definitiva da natureza protéica do material amil6ide fibrilar s6
foi realizada por GLENNER et al. em 1971, a partir da anédlise de material amildide
associado a um caso de mieloma multiplo.

No entanto, o termo amildide € ainda usado hoje e define, de maneira geral,
agregados de filamentos de natureza protéica de 6-10 nm que, além da congofilia e
birrefringéncia verde-mag¢d sob a luz polarizada, apresentam outras propriedades comuns.
Uma das mais importantes € a estrutura secundaria 3 em folha pregueada, com um padrido
de difracdo de raio X caracteristico. Esta conformagio acarreta uma resisténcia relativa a
protedlise e solubilizagdo. Consequentemente, todos os depdsitos amildides sdo altamente
insoliiveis em condigdes fisiologicas ( GLENNER et al.,1978 ).

Os depositos amildides estdo relacionados com proteinas que podem formar
agregados na forma de fibras e que sdo chamadas de amiloidogénicas. Em geral, o material
amiloide depositado é um fragmento de uma proteina precursora. O material amildide
pode se depositar em varios 6rgéos, em diferentes graus de infiltragdo e resultando em
diferentes sindromes (BENSON & WALLACE,1990).

A disfungdo e a morte celular que eventualmente resultam desses depositos
sdo consequiéncias comuns das doengas denominadas pelo termo genérico de amiloidoses.

A Doenga ou Mal de Alzheimer é um membro deste grupo de doengas, cujo
denominador comum é a deposigdo do material amildide nos tecidos (HARDY &
ALLSOP,1991). Na verdade, as amiloidoses estdo associadas a uma variedade de

processos patologicos bem mais ampla do que a observada em qualquer outra doenga,



sendo as manifestagSes clinicas heterogéneas e consideravelmente miméticas (GLENNER

et al. 1978).

1.3 O Mal de Alzheimer e os virios tipos de Amiloidoses

A heterogeneidade observada nas amiloidoses vai além dos aspectos
relacionados as manifestagdes clinicas . A prépria distribuigdo dos depositos amildides se
mostra variada, podendo ser sistémica ou restrita a diferentes 6rgios (CASTANO &
FRANGIONE,1988). Além disso, esta heterogeneidade estd particularmente refletida na
diversidade bioquimica das proteinas amiloidogénicas ou proteinas precursoras que dio
origem a esses depésitos amildides. Diferentes proteinas estio associadas aos depositos
encontrados nas amiloidoses. Essa deposi¢do é conseqii€éncia de uma concentragio local
aumentada tanto de formas variantes como de fragmentos proteoliticos (GLENNER &
WONG,1984;CASTANO & FRANGIONE, 1988; WESTERNAK et al,1987).  Isto
refletiria 0 envolvimento de uma proteina precursora com uma seqiiéncia potencialmente
amiloidpgénica cuja concentrag@o elevada seria resultado ndo s6 de uma superprodugio ou
remogdo defeituosa, mas eventualmente de um processamento anormal . Este ultimo seria
possivelmente o aspecto mais relevante na amiloidogénese (HARDY &
ALLSOP,1991;KYLE,1992a).

Enquanto no Mal de Alzheimer e nos casos adultos da Sindrome de Down, a
proteina B-amiléide ou BA4 (GLENNER et al, 1984, MASTERS et al,1985) é a
subunidade amil6ide, a origem dos depositos nos demais tipos de amiloidose ¢ distinta e
variada (TABELA I).

A deposi¢do de proteina amiléide ocorre na chamada amiloidose
primaria ou idiopatica, associada a alguns casos de mieloma multiplo e tem origem na

cadeiz feve da imunoglobulina monoclonal que ocorre nesta doenga linfoproliferativa



TABELA I

AMILOIDOSES E SUAS PROTEINAS PRECURSORAS CORRESPONDENTES

DOENCAS AMILOIDES PROTEINA PRECURSORA
Sistémicas:
Primaria ou idiopatica AL Cadeia leve de imunoglobulina
Amiloidose secundaria AA Apolipoproteina SAA
Febre mediterrinea familial AA Apolipoproteina SAA
Hemodialise a longo prazo AB2m B2 - microglobulina
Amiloidose senil sistémica ATTR Pré-albumina (transtiritina)
Polineuropatia amiléide familial* (FAP III) ATTR Var.Pré-albumina(transtiritina)
Polineuropatia amil6ide familial * (FAP III) AApoAl Var.Apolipoproteina A-I
Amiloidose familial (tipo finlandés)* (FAF)* AGel Var. da gelsolina
Endocrinas:
Carcinoma medular da tiredide ACalc Pré-calcitonina
Diabetes mellitus - tipo II (pancreatica) AIAPP Polipeptideo amildide da ilhota
Amiloidose atrial AANP Peptideo natriurético atrial
Cerebrais:
Doenga de Alzheimer BA4 Proteina precursora B-amildide (APP)
Doenga de Alzheimer familial (FAD) BA4 Var.Prot.precursora B-amiléide(APP)
Sindrome de Down BA4 Proteina precursora B-amildide(APP)
Amiléide relatada em idade normal BA4 Proteina precursora $-amil6ide(APP)
Angiopatia amiloide cerebral esporadica BA4 Proteina precursora B-amildide(APP)
HCHWA-D (tipo holandés)** BA4 Proteina precursora B-amiloide(APP)
HCHWA-I (tipo islandés)** ACys Var. Cistatina C
Encefalopatia espongiforme transmissivel APrP Proteina Prion (prps“')

Principais tipos de amiloidoses humanas, agrupadas de acordo com a distribuicdo anatdmica dos depositos
amildides com base em CASTANO & FRANGIONE (1988); KYLE (1992) e BENSON (1992). Tanto as
amiloidoses sistémicas quanto as localizadas (enddcrinas e cerebrais) incluem formas hereditdrias e n#o
hereditarias. A proteina precursora correspondente estd indicada em cada caso. Estes precursores, suas variantes
ou seus fragmentos proteoliticos, ddo origem ao deposito amildide tipico de cada patologia, indicado aqui pela
abreviagdo mais comum utilizada na sua identificagio.

*  Hereditario; *Recentemente descrita também em familias americanas € japonesas

** Hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose ( HCHWA)

t Inclui a doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD), a sindrome de Gerstmann-Striussler (GSS) e o kuru humano, as
chamadas "doengas de virus lentos”, formas infecciosas e hereditdrias, associadas ao prion (de proteinceous
infectious particle) (PRUSINER,1982): PrP e suas variantes (GOLDFARB et al.,1991;PRUSINER,1992)

Var.= variante



(GLENNER et al.,1971,GLENNER ef al.,1978). As fibrilas sio compostas pelo dominio
ou regido varidvel (VL) da cadeia (KYLE,1992). O isotipo A é mais freqiientemente
associado aos depOsitos amildides que o k, numa proporgdo inversa (2:1) aquela
encontrada normalmente na associagdo das cadeias leves com as cadeias pesadas para a
formagdo das moléculas de imunoglobulinas circulantes normais (KYLE,1992). O subgrupo
VA VI é o preferencialmente associado aos depdsitos patoldgicos neste caso (SLETTEN
et al.,1974,FRANGIONE et al.,1983).

A amiloidose secundaria ou reativa é composta de uma proteina, a amiloide
A, que aumenta de modo marcante com o estimulo inflamatério. A proteina sérica AS,
uma apoproteina da lipoproteina de alta densidade (HDL)(complexo 3) € o precursor da
proteina amiléide A (BENDITT & ERIKSEN, 1977, MEECK et al.,1986). Muitas doengas
parecem predispor o individuo para este tipo de amiloidose, principalmente a artrite
reumatoide, a tuberculose e a lepra. Além das condigSes inflamatérias cronicas, a amildide
A é também detectada na Febre Mediterrdnea Familial (FMF), doenga autossOmica
recessiva de etiologia desconhecida, caracterizada por episodios recorrentes de febre e
prostragio.

Variantes da pré-albumina ou transtiritina (ATTR) constituem as fibrilas
amiloides das polineuropatias amiléides familiais (hereditarias) (FAP) (COSTA ez
al ,1978;CASTANO & FRANGIONE,1988) e um tipo de amiloidose cardiaca senil
(BENSON,1992). Mais de 25 variantes, envolvendo a substituigdo de um Unico residuo de
aminoacido, foram descritas (SARAIVA et al.,1986;BENSON, 1992). Por outro lado,
outros tipos de FAP ndo estdo associados a variantes da ATTR, mas a uma mutag¢do na
apolipoproteina A-1 (AApoAl) (FAP III) ou a uma variante da gelsolina plasmatica
(AGel)(FAP IV) (BENSON, 1992).

A amiloidose associada & hemodialise de longa duragdo é constituida do

mondmero, dimero e formas poliméricas da f,-microglobulina, encontrada em niveis altos
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na maioria desses pacientes (GEJYO et al.,1985). Os depdsitos sdo sistémicos, sendo
encontrados preferencialmente no tecido dsseo (BARDIN et al.,1985).

A pré-calcitonina é a subunidade amildide associada ao carcinoma medular
da tiredide ( SLETTEN et al.,1976), enquanto uma variante da cistatina C, um inibidor das
proteases de cisteina, esta associada aos depodsitos amildides encontrados em uma forma
autossOmica dominante de hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose, descrita em
familias da Islandia ( tipo islandés) ( HCHWA-I ) (GHISO ef al.,1986,LEVY et al.,1989).
Esta foi a primeira proteina amildide cerebral caracterizada. Apesar de ser tentador atribuir
a substituigdo de aminoacido encontrada, a propriedade amiloidogénica exibida pela
variante anormal da proteina, a possibilidade de que esta substituigdo nio seja de fato a
unica causa deste efeito ndo pode ser excluida. Esta cautela deve ser observada ndo sé
neste caso, como também no caso de outras variantes protéicas encontradas nos diferentes
casos de amiloidoses hereditarias (CASTANO & FRANGIONE, 1988).

Um outro tipo de amiloidose, onde ocorrem dep0sitos cerebrovasculares
caracteristicos, é a chamada hemorragia cerebral hereditdria com amiloidose do tipo
holandés, abreviada como HCHWA-D, uma forma de amiloidose autossomica dominante,
caracterizada por hemorragias cerebrais recorrentes e morte prematura, geralmente por
volta dos cinqiienta anos. A subunidade amil6ide neste caso € semelhante a B-amildide,
encontrada no Mal de Alzheimer e Sindrome de Down (vanDUINE et al.,1987,PRELLI et
al.,1988).

Entretanto, a proteina amildide da HCHWA-D ¢ trés residuos menor,
apresentando 38 a 39 aminoacidos em vez dos 42 residuos da /A4 encontrada nas outras
duas. Além da auséncia dos trés residuos da regido C-terminal, foi constatada
heterogeneidade na regido N-terminal. Essas diferengas podem ser responsaveis por
alteragOes das propriedades das fibrilas e refletir diferentes processos proteoliticos da

proteina precursora, a APP.

11



Uma mutagdo no gene desta proteina precursora da $-amildide (BAPP),
associada a uma substituigdo de aminoacido na B-amildide cerebrovascular encontrada
neste tipo de amiloidose, foi a primeira mutagio descrita no gene da APP (LEVY et
al.,1990) (TABELA I).

Apesar de ndo haver homologia clara entre as proteinas amiloidogénicas
conhecidas, parece evidente que principios comuns governam os mecanismos de formagdo
de depositos amildides. A obtengdo de fibrilas amildides in vitro foi possivel a partir da
amildéide AL por protedlise e da Py-microglobulina por concentragio (GLENNER et
al. ,1971,CONNORS et al,1985). Isto sugere que as fibrilas amildides formadas sio
homopolimeros da proteina caracteristica. Além disso, estruturas amiloidogénicas primarias
que podem adotar uma estrutura em folha pregueada 3 e, agregar em fibrilas, podem ser
geradas in vitro a partir dos precursores por dois mecanismos basicos: aumento da
concentragdo, se a molécula precursora por si s6 forma fibrilas amiléides/m proteolise, se
somente um fragmento proteolitico do precursor é capaz de originar uma estrutura fibrilar.
Este ultimo mecanismo é particuiarmente relevante para a doenga de Alzheimer, como

mencionado anteriormente.

1.4 A Proteina Precursora da B/A4(APP)

A disponibilidade da seqiiéncia N-terminal da fB-amildide (GLENNER
&WONG,1984;MASTERS et al.,1985) tornou possivel a utilizagdo de oligonucleotideos
baseados nesta parte da seqiéncia da proteina, com o objetivo de isolar clones de cDNA
contendo a seqiiéncia nucleotidica correspondente. Isto foi obtido de modo independente
por quatro grupos: KANG et al(1987), ROBAKIS et al.(1987), GOLDGABER et
al.(1987) e TANZI et al.(1987). Um dos grupos (KANG et al.,1987), utilizando uma

"biblioteca" gendmica construida a partir de RNA mensageiro ( mRNA ) de cérebro de feto
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humano, obteve um clone contendo uma seqiiéncia codificadora completa de 695 codons a
partir de um codon iniciador AUG .

A utilizagdo des'te c¢DNA com o objetivo de detectar a presenga ou auséncia
do acido ribonucleico mensageiro (nRNA) correspondente em diferentes tecidos, mostrou
que a proteina parece ser expressa em varios tecidos, além do cérebro, como musculo,
figado, pulmao, intestino delgado, coragéio, pancreas, timo e adrenal (TANZI ef al.,1987).

A clonagem e o seqienciamento deste 4cido desoxirribonucleico
complementar (cDNA) indicaram ainda que a proteina /A4 € codificada como parte de um
produto génico muito maior: uma proteina precursora glicosilada, constituida por um
longo dominio N-terminal extracelular, seguido de um dominio que atravessa a membrana
celular e, finalmente, de um pequeno dominio C-terminal citoplasmatico (KANG et
al. 1987, TANZI et al.,1987)(FIGURA 1).

Na verdade, a /A4 representa uma pequena porg¢io, 39 a 43 residuos de
aminoacidos, dessa proteina precursora. Esta proteina precursora da 3-amildide, a APP , é
derivada de um unico gene localizado no brago longo do cromossomo 21, na banda q21.
Este gene tem um comprimento de 300 a 400 kilobases e sua regido codificadora é formada -
de pelo menos 19 exons (YOSHIKAI et al.,1990). Processamentos diferentes ddo origem a
pelo menos cinco produtos distintos, denominados de acordo com o numero de
aminoacidos que apresentam: APP779, APP751, APP714, APPggs € APP5sg3 (PONTE et
al.,1988; KITAGUCHI et al.,1988,TANZI et al.,1988;de SAUVAGE et al.,1989,GOLDE
et al. | 1992). As isoformas predominantes sdo a APP779, APP751 € APPggs. O mRNA da
APP75 difere daquele correspondente a APPggs pela inclusdo do exon 7 que codifica um
dominio de 56 residuos de aminoacidos, homdlogo aos inibidores de proteases do tipo
Kunitz (KPI) (PONTE et a/,1988; KITAGUCHI et al,1988). O mRNA da isoforma
APP77p inclui, além do exon 7, o exon 8 que codifica 19 residuos de aminoacidos que
apresentam homologia com o antigeno de superficie MRC-OX2, encontrado em neurdnios

e timocitos (KITAGUCHI et al., 1988, WEIDMAN ef al.,1989).
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24 - Insergdio de 19 resickuos de aminodicidos. apresentando homologia com a sequéncia do antigeno de Infécitos T, MRCOX - 2,
F7 - Regito de glicosiiagdo (CHO) assockada a residucs de asparagina (ASN 542 e 571)
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FIGURA 1 - Esquema da proteina precursora da B-amiléide (APP). A molécula € constituida de uma longa regido
extracelular (extremidade N-terminal), uma regifo que atravessa a membrana celular ¢ uma regido intracelular
(extremidade C-terminal). Na figura é mostrada a isoforma de 770 residuos de aminodcidos (APP770) que inclui uma
insercdo de 75 residuos na posicio 289 (numeragdo de acordo com KANG ef al.,1987). Esta insergdo, ausente na
isoforma APPgos , corresponde a dois dominios, cuja relagdo de homologia estd indicada acima. A regido da APP que
corresponde 4 B-amildide foi ampliada para mostrar a seqiiéncia de amino4cidos com 4cido aspartico (D) na posigéo 1,
N-terminal (correspondente a posigdo 672 da APPqy), e treonina (T) 43, na posi¢do C-terminal (correspondente a
posi¢do 714 da APPyyp). Os 28 primeiros residuos da B-amiléide correspondem a parte da regido extracelular da APP,
enquanto os 15 wltimos (700—>714) correspondem a parte do dominio transmembrana (700-»723), como indicado.
Substituicdes de aminodacidos, localizadas ou na regido que engloba a #/A4 ou em posi¢des adjacentes & extremidade N ou
C-terminal da mesma, sdo mostradas. Com excegdo daquelas encontradas na posi¢do 693, onde 4cido glutimico (E) ¢
substituido por glutamina (Q) em casos de hemorragia cerebral hereditiria com amiloidose do tipo holandés (HCHWA-D)
e na posicdo 713, onde valina (V) substitui alanina (A) em alguns casos de esquizofrenia, as demais substitui¢des de
aminoécidos estdo associadas a mutagdes descritas em casos de doenga de Alzheimer (FAD) familial de manifestagio
precoce (vide texto para referéncias). Em italico é indicada uma mutacdo de ponto silenciosa (posi¢do 708) que ndo
implica em alteragdo na seqiiéncia de aminodcidos da proteina). A lisina (K) da posicdo 16 da BA4 (posigdo 687 da
APP779) € o sitio de clivagem da APP pela secretase (ct)e resulta em um fragmento ndo amiloidogénico.
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A B-amildide é codificada por parte dos exons 16 e 17 (numeragdo de
acordo com a APP77¢) (YOSHIKALI ef al.,1990), incluindo, portanto, uma parte da regido
extracelular, proxima & membrana e, uma regido menor, inserida na membrana plasmatica
(FIGURA 2).

A isoforma APP77p é a mais abundante na maioria dos tecidos, mas no
sistema nervoso central, a APP695 (onde o dominio KPI ndo é expresso) € a forma
predominante, sendo a expressdo maior nos neurdnios do que nas células da glia (TANZI et
al., 1988; WEIDMANN ef al.,1989 ).

Os niveis de mRNA das isoformas APP751 € APP714 apresentam-se iguais
tanto no cérebro como em outros tecidos. Ainda ndo se sabe se a formagdo da /A4 estd
associada ou nio a uma das isoformas da APP em particular. Parece havef, no entanto,
uma correlagio entre envelhecimento € aumento da transcrigdo da isoforma APP751 em
relagio a APPggs , o que poderia estar refletindo uma alteragdo do processamento dos
exons 7 e 8 com a idade e possivelmente na D
doenga de Alzheimer (KONIG et al.,1992,CLARK & GOATE,1993).

Além da APPs43 , uma forma rara ndo amiloidogénica, e da APP3gs que
também ndo contem a seqiéncia correspondente & /A4 (JACOBSEN ef al,,1991), uma
nova isoforma, produto de um processamento alternativo do mRNA da APP que exclui o
exon 15, foi recentemente descrita em células da glia e leucocitos (linfocitos T e
macrafagos) (KONIG et al.,1992). Estes resultados confirmam a complexidade do padrdo
de expressdo da APP.

O acumulo de evidéncias sobre a estrutura da APP e suas relagdes de
homologia, a demonstragio de que ela é expressa em niveis altos em diferentes tecidos no
organismo e a ocorréncia de varias isoformas, correspondentes a processamentos
alternativos, tornaram relevante a investigagdo do possivel papel fisiologico da APP € os

mecanismos envolvidos na sua conversdo em um fragmento amiléide.
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FIGURA 2: Esquerma mostrando a correlagdo entre os dominios da proteina precursora da f-amildide (APP) e os exons do gene
que a codifica. Os 18 exons representados em (A) estdo separados entre sl pelas sequéncias nucleotidicas Intervenientes ou ndo
codificadoras (ntrons). A dist@ncia entre 0s exons ndio guarda rela¢dio de propor¢@o com o tamanho da sequéncia de
nucleotideos de cada intron. Esta representacao ndo inclul o exon 13a.  Os exons sdo mostrados a nivel do RNA mensageiro
(mRNA) em (B). A traducbo deste mRNA maduro & mostrado em (C). como o precursor de 770 residuos de aminodcidos da
B-amilidide (APP770):[___ Jexons que codificam a regidio extracelular (N-terminal) da APP7yo; i parte do exon 16 que codificaa
?orc;ao terminal do dominlo extracelular da APP770, préxima & membrana celular; Il exon 17 c'ue codlifica o dominlo
ransmembrana e parte do dominio intracelular; BEg exon 18 que codifica parte do dominio intracelular (C-terminal) da APP. Os
exons 7 e 8 s&0 expressos nesta Isoforma e comrespondem a uma insercdo de 75 residucs de aminodclidos em relagcdo a APPess,
O exon 7 codifica a sequéncia de 56 residuos que apresenta homologla com inlbidores de protease do tipo Kuniiz (KP) e a
Inser¢do associada ao exon 8 & composta de 19 residuos de aminodcidos, homodloga ao antigeno MRCOX-2 (OX-2) (C). As
posicdes de glicosliagtio da APP (CHO), correlaclonadas aos exons 13 e 14, estdo indicadas. A regl&o da APP que comes|

mildide estd destacado em (C). A sua codificacdo estd@ associada & parte do exon 16 e parte do exon 17 (A) (B). Na

mildide, mostrada em (D) com 43 aminodcidos, os 28 Frirneivos resicducs codificados pelo exon 16 comespondem a porgdo
erminal do dominio extracelular da APP (C). Os 15 (ltimos, destacados em preto, correspondem & parte do dominio
transmembrana da APP, sendo codificados por parte do exon 17. As mulagdes descritas para a APP até a presente data
(FIGURA 1) envolvem codons enconfrados nos-exons 16 e 17.
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Foi sugerido que ao nivel neural, a APP poderia exercer, por exemplo, um
papel no contato sinaptico (SCHUBERT et al.,1991;HARDY,1992).

De estudos com células em cultura vieram as evidéncias de que as fung3es
fisiologicas da APP poderiam incluir a inibigao de proteases e a participagdo na adesdo e na
regulagio do crescimento celular (HARDY & ALLSOP,1991).

A inibigdo de proteases encontra respaldo ndo s6 na presenga no dominio
KPI que apresenta 50% de homologia com os inibidores do tipo Kunitz, como ja
mencionado anteriormente, mas também no longo fragmento N-terminal originado da
clivagem da APP75; ou APP77¢ que € idéntico a um outro inibidor de protease ja descrito,
denominado nexina-II. Este inibidor forma complexos estaveis com varias proteases do
tipo serina (OLTERSDOREF et al.,1989) e € inibidor de tripsina (van NOSTRAND et
al.,1991).

Além disso, uma forma truncada da APP que contém este dominio é um
inibidor do fator de coagulagdo XIa (SMITH et al.,1990). Portanto, a liberagio de uma
forma truncada da APP por plaquetas poderia sugerir um papel da APP na coagulagio
sanglinea.

Estes e outros estudos parecem mostrar que esta proteina apresenta varios
dominios funcionalmente importantes, o que, aliado a existéncia de varias isoformas,
poderia indicar que a APP deve exercer mais de uma fungdo, como sugerido por CLARK et
GOATE (1993).

Assim, a B-amildide poderia ser vista simplesmente como um produto
patologico, originado do metabolismo da APP. Uma hipotese para a liberagdo da 8-
amildide nos casos de Mal de Alzheimer poderia estar relacionada ou envolver uma via
proteolitica alternativa e/ou anormal do seu precursor, a APP (SISODIA1993; TAGAWA

et al.,1993).
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1.5  Formagio das fibrilas amiléides a partir da BAPP

A B-amiléide corresponde a um peptideo interno da BAPP, com inicio a 99
residuos da extremidade C-terminal do precursor e estendendo-se da regido intramembrana
(~28 residuos de aminoacidos) até a regido extracelular (~11-15 aminoécidos) do mesmo
(KANG et al.,1987). Conseqlientemente € necessaria uma clivagem proteolitica da BAPP,
do lado amino e do lado carboxi-terminal da P.amildide para que este fragmento
encontrado nos depositos amildides possa ser liberado.

O processamento intracelular da BAPP e as vias pelas quais a B-amildide
poderia ou ser gerada ou degradada tém sido intensamente investigados nos ultimos dois
anos.

Duas vias metabolicas foram descritas para a APP. A primeira delas,
denominada de via da secretase, ocorre aparentemente ao nivel da membrana celular e
envolve a clivagem enzimatica no codon 687 (lisina) (numeragdo da APP77¢). Esta
clivagem ocorre dentro da regido correspondente a B-amiléide (codons 672—714), no
residuo 16 da sequéncia deste fragmento (FIGURA 1). Consequentemente, ha a liberagdo
do longo dominio extracelular N-terminal da APP, com a regido correspondente a
seqiiéncia N-terminal da B/A4 incluida (ESCH et al.,1990) e, um pequeno fragmento C-
terminal, associado a membrana. O residuo da extremidade C-terminal do longo dominio
secretado corresponde a glicina da posigdo 15 da sequéncia da 3/A4 (GLY 15), enquanto a
extremidade N-terminal do pequeno fragmento ligado a membrana apresenta leucina como
o primeiro residuo da seqiiéncia, a leucina 17 da B/A4 (LEU 17) (FIGURA 1). Esta
clivagem no interior da sequéncia correspondente a /A4 efetivamente evita sua deposigéo,
ou seja, a formagdo dos depdsitos amiloides. Este seria o caminho observado em pessoas
ndo acometidas pela doenga, constituindo este evento, um processo proteolitico normal,
nio amiloidogénico (SISODIA,1991;HARDY,1992). Tal protease, denominada de

secretase o (SELKOE,1993) ainda ndo foi identificada de maneira definitiva, mas,
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recentemente, a catepsina B, uma enzima lisossomica encontrada inclusive nas placas senis,
foi apontada como uma forte candidata a esta fungdo (TAGAWA et al.,1992).

Apesar de se acreditar que a clivagem da APP por esta via ocorra
praticamente em todas as células, a propor¢do de moléculas de APP secretada parece variar
bastante entre elas. Neurbnios e astrécitos, em cultura, apresentam baixos niveis de
clivagem operada pela secretase o e, parecem realizar o processamento da APP através de
um mecanismo intracelular, ndo secretor (HAAS et al.,1992). Esta observagdo, associada
ao fato de que o fragmento 3/A4 é depositado ndo s6 na doenga de Alzheimer, mas em
cérebros de individuos normais com o envelhecimento, reforgaram a idéia da existéncia de
uma outra via de processamento da APP que deixasse a regido da B/A4 intacta.

Esta segunda via parece envolver endossomas ou lisossomas, como sugerido
pela detec¢do imunocitoquimica de epitopos da BAPP nessas organelas e pelo acimulo de
varios fragmentos potencialmente amiloidogénicos em células tratadas com compostos que
inibem a fungdo lisossdmica (BENOWITZ et al.,1989;GOLDE et al.,1992). Nesta segunda
via , a via lisossOmica, a clivagem ocorreria em outro ponto da sequéncia da APP,
provavelmente na lisina 670 (LYS670), proximo a regido N-terminal da /A4, ou na
metionina 671 (MET671), criando a extremidade N-terminal da BAP (aspartico, ASP672)
(FIGURA 1). Este caminho levaria a liberagdo de um fragmento solavel e do fragmento
amiloidogénico intacto (ESCH et al,1992;ESTUS et al,1992;HAAS et al.,1992).
Evidéncias favoraveis ao processamento nestas organelas vieram ainda com o trabalho de
HAAS et al.(1992) que demonstraram que a PAPP na superficie celular, marcada com
anticorpo ou com biotina, pode ser reinternalizada ou transportada para o interior dessas
organelas, onde varios fragmentos contendo a seqiiéncia correspondente a BAP podem ser
detectados.

A idéia de que a liberagdo proteolitica da PB/A4, a partir da regido
transmembrana da proteina precursora, levando a conseqiiente geragdo e deposi¢do das

fibrilas amildides, reflita um processamento anormal ou alternativo da APP parece abalada
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com o fato da primeira ser constantemente secretada por uma grande variedade de tipos
celulares, incluindo linhagens primarias e linhagens transfectadas de células neurais e ndo
neurais em condigdes normais de cultura (HAAS et al.,1992;SEUBERT et al.,1992;SHOJI
et al,1992), na auséncia de qualquer alteragdo ou injuria da membrana celular, como
mencionado acima. Apesar disto, esta idéia pode ainda ser associada & ocorréncia de
mutagdes na APP que poderiam , por sua vez, ser a origem desse processamento anormal,
uma outra via para tornar esta proteina amiloidogénica ou entdo, aumentar seu potencial
amiloidogénico.

Esta interferéncia das mutagdes no processamento normal da APP na doenga
de Alzheimer poderia ser relacionada & mutagio no codon 693 da APP (APP77), descrita
na angiopatia do tipo holandés (HCHWA-D) que se localiza a seis residuos do sitio de
clivagem proteolitica normal da APP pela secretase oo (LEVY et al,1990,LEVY &
FRANGIONE,1991).

Assim, um modelo hipotético de formagdo da -amildide a partir da BAPP
por proteases tem sua proposi¢do favorecida, podendo englobar ainda outras possibilidades
relacionadas, como a possivel inativagdo da enzima necessaria. Se esta enzima estiver
inativada, como pode ser o caso no Mal de Alzheimer, outras enzimas clivariam o dominio
extracelular do precursor na lisina 2 e na lisina 28, por exemplo, liberando assim o dominio
correspondente & B/A4 e permitindo a formagdo dos depdsitos amildides
(GLENNER,1992).

Esta hipotese sugere que a identificagdo destas enzimas proteoliticas pode
ser um passo importante na abertura de novas perspectivas ndo so para o entendimento da
doenca, mas para um possivel tratamento. A partir da identificagdo dessas enzimas poder-
se-iam desenvolver inibidores que pudessem vir a prevenir a formagdo dos depdsitos
amiloides e, provavelmente, do proprio Mal de Alzheimer.

A presenga da B-amiloide foi também detectada no sangue e no liquido

cefalorraquidiano de individuos normais (SEUBERT et al.,1992,SHOIJI et al.,1992).
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Estes resultados parecem corroborar as evidéncias de que a subunidade B-
amildide é um produto solivel, constantemente produzido e secretado durante o
metabolismo celular normal.

As razdes e o(s) mecanismo(s) associados com a sua deposi¢do nos moldes
patolégicos devem ser mais intensamente investigados. As novas perspectivas trazidas por
estes dados sdo bastante importantes para o melhor entendimento do processamento da
BAPP e podem, definitivamente, estimular estudos relacionados a formagdo e
metabolizagio da B-amiléide em individuos saudaveis e portadores do Mal de Alzheimer.
Estes estudos seriam o tdo esperado e preconizado esforgo sugerido ha tempo e,
recentemente reforcado por SELKOE (1993), na diregdo de se obter formas de inibir a

formagdo dos depdsitos amildides.

1.6 A Genética do Mal de Alzheimer

A maioria dos casos do Mal de Alzheimer ocorrem em individuos idosos,
geralmente a partir da metade da sexta ou a partir da oitava década de vida. No entanto,
como ja mencionado, a manifestagdo da doenga pode se dar precocemente, por volta dos 45
anos de idade.

Varios estudos epidemioldgicos tém sido realizados com o objetivo de
identificar os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da doenga. Entretanto, a
Ginica variavel que mostrou um efeito consistente foi a presenga de um historico familial
positivo (HUFF e al.,1988). Além disso, foram feitos varios relatos de familias nas quais a
doenca é herdada como uma doenga autossdmica dominante (HARDY & ALLSOP, 1991).

Apesar das fortes evidéncias sugerindo a importéncia de fatores genéticos na
etiologia da doenga, particularmente nas familias onde se caracteriza uma heranga

autossdmica dominante, a maior parte dos casos ndo parece ter origem genética. Assim
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sendo, o quadro que parece emergir é aquele que associa & doenga uma etiologia
heterogénea: alguns casos claramente associados a fatores genéticos e outros devido a
fatores nio genéticos , nio podendo ser excluida ainda a possibilidade de uma combinago
das duas classes de fatores (CLARK & GOATE,1993;SMITH & ANDERTON,1994).

Como mencionado anteriormente, a observagio da neuropatologia
caracteristica da doenga de Alzheimer em individuos afetados pela sindrome de Down, com
mais de trinta anos, estimulou a procura de uma possivel correlagdo entre a doenga de
Alzheimer e marcadores no cromossomo 21. Estudos em quatro familias afetadas pelo Mal
de Alzheimer de manifestagdo precoce, mostraram uma correlagio positiva entre a doenga e
varios marcadores presentes na regido proximal do brago longo do cromossomo 21 (St.
GEORGE HYSLOP et al.,1987). O resultado positivo destes estudos foi complementado
com a subseqiiente localizagdo do gene que codifica a proteina precursora da B amil6ide
(BAPP) na mesma regido cromossdmica. Com o mapeamento do gene que codifica a
proteina precursora da B-amiléide (BAPP) nesse cromossomo, foi sugerido que os
depdsitos amildides presentes na sindrome de Down poderiam refletir uma maior expressao
do gene da APP nesses individuos, como conseqiiéncia da trissomia do cromossomo 21.
Isto estimulou a clonagem do gene da APP que foi realizada logo a seguir,
independentemente, por diferentes grupos (KANG et al,1987,TANZI et
al.,1987,GOLDGABER et al.,1987,ROBAKIS et al.,1987).

Por outro lado, dados obtidos de estudos com outras familias afetadas,
sugeriam a possibilidade de que o Mal de Alzheimer seja uma doenga geneticamente
heterogénea, mesmo dentro do grupo associado a manifestagdo precoce, uma vez que
somente uma pequena propor¢io das familias apresentava ligagdo com marcadores
presentes no cromossomo 21 (Van BROECKHOVEN et al.,1987).

Esta observagio levou a investigagdo de diferentes casos com recorréncia
familial e ao seqienciamento do gene da APP nestas familias, com a conseqiiente

identificagio de uma mutagdo de ponto em uma delas (GOATE ef al.,1991). Esta mutag@o
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esta associada ao codon 717 da APP770 (residuo 642 da APPgos) e causa a substitui¢do de
valina (VAL) por isoleucina (ILE), na posigdo correspondente ao terceiro residuo apos a
regidio C-terminal da B-amiloide (residuo 714) (FIGURA 1). Esta mutagdo foi também
detectada em pacientes de origem japonesa (NARUSE ef al.1991;YOSHIOKA et
al..,1991). Estudos subsequentes revelaram, ainda, a presenga da mesma mutagio em
outras familias afetadas pelo Mal de Alzheimer, todas apresentando manifestagdo precoce,
mas de origem étnica distinta (LUCOTTE et al.,1991;KARLINSKY et al.,1992;FIDANI et
al.,1992;SORBI et al.,1993).

Estes resultados fortaleceram a interpretagfo inicial de GOATE ef al.(1991)
que conferia a esta mutagdo um papel patogénico, em um raciocinio analogo ao de LEVY
et al. (1990) que descreveram a primeira mutag@o de ponto encontrada no gene da APP que
poderia causar a deposigdo da B-amildide. Esta mutagdo foi detectada em pacientes
portadores de hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose, do tipo holandés (HCHWA-
D), no codon 693 (APP770) (correspondente ao codon 618 da isoforma 695), e, neste caso,
um possivel papel patogénico foi associado a conseqiiente substituigdo de um residuo de
acido glutdmico (GLU) por uma glutamina (GLN) dentro da sequéncia da 3/A4 (posigio
22) (FIGURA 1).

A presen¢a de uma mutagdo na proteina /A4 numa condigdo patoldgica
relacionada ao Mal de Alzheimer, através do mesmo precursor do material amiloide, e da
presenga de duas das trés lesdes tipicas associadas & doenga, aliada aos resultados de
GOATE et al.(1991), desencadearam uma intensa investigagio de alteragdes na sequéncia
do gene da APP em varias familias, onde a doenga se manifesta precocemente, por volta
dos quarenta e cinco anos. Como decorréncia deste esforgo, outras mutagdes foram
descritas nos exons 16 e 17 (numeragdo da APP77) que codificam a B-amildide (FIGURA
1 e FIGURA 2).

Uma nova mutag3o foi descrita no dominio transmembrana da APP, no exon

17, associada a uma alteragdo na estrutura primaria da proteina: a substituigdo da valina
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(VAL) da posigdo 717 (na APP779) por fenilalanina (PHE) (MURRELL et al., 1991),
levando os autores a sugerirem que esta poderia ser o fator hereditario causador nio s6 da
formag3o das fibras amiléides, mas também da deméncia observada nos individuos
estudados. Quase simultineamente, o seqiienciamento do exon 17 em individuos afetados
de uma outra familia, revelou uma Unica mudanga de base no mesmo codon, refletida na
substitui¢do da mesma valina (VAL). S0 que neste caso, a glicina (GLY) aparecia como o
aminoacido substituinte (CHARTIER-HARLIN et al.,1991).

A ocorréncia de trés substituigdes distintas na mesma posigdo da APP,
proxima ao término da sequéncia C-terminal do fragmento 3/A4 e associadas a doenga de
Alzheimer, reforgou a idéia de mutagdes patogénicas e, a existéncia de um “hot spot”' que
poderia explicar a manifestagido precoce nessas familias como decorréncia de uma possivel
alteragdo da estrutura do dominio associado a membrana plasmatica. Como conseqiiéncia,
as vias normais de processamento da APP poderiam ser afetadas, produzindo, por exemplo,
fragmentos potencialmente mais sujeitos & deposi¢ido. Uma outra interpretagio €
conseqiiéncia do fato de que uma das caracteristicas que poderia converter uma proteina
ndo amiloidogénica em amiloidogénica seria a substituigdo de um aminoacido crucial na
sequéncia devido a uma mutagdo génica. E, neste caso, esta mutag@o mostrou-se associada
a heranga genética em individuos de pelo menos algumas familias afetadas, onde a doenga
se manifestava de maneira precoce.

Estas mutagGes ndo foram detectadas na populagdo em geral, sugerindo um
papel fundamental das mesmas na etiologia da doenga, pelo menos em alguns casos familiais
de manifestagdo precoce (GLENNER, 1992). Com o objetivo de ampliar este conceito,
varios grupos se langaram a anélise do gene da APP em casos familiais de manifesta¢do

precoce. Como consequiéncia deste esforgo, novas mutagdes foram encontradas ndo sé no

mesmo exon 17, como também no exon 16.

! "hot spot": sitio ou local no qual a freqiiéncia de mutagdes (ou recombinagdes) é maior do que aquela
observada normalmente (LEWIN,1990)
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Uma nova mutag@o foi descrita no mesmo exon 17 em uma familia que
apresentava tanto individuos afetados com deméncia pré-senil quanto individuos com
hemorragia cerebral devido a presenga de angiopatia amiloide cerebral. O sequenciamento
do exon 17 nesses individuos revelou uma mudanga de base (C em lugar de G) no codon
692 da APP (HENDRIKS et al.,1992) que causa a substituigdo de alanina (ALA) por
glicina (GLY). Esta substitui¢do corresponde a uma alterag@o no residuo 21 da B-amiloide,
na porgdo da sequéncia correspondente a regido extracelular da APP (FIGURA 1). Os
resultados apresentados pelos autores indicam que nesta familia a deméncia pré-senil e a
hemorragia cerebral, associadas aos depdsitos da B/A4 no parénquima cerebral e nas
paredes dos vasos sangiiineos,. segregam com a nova mutacﬁb descrita, em todos os
individuos estudados. Entretanto, uma excegdo foi verificada. Neste ultimo caso, a idade
de manifestagdo da doenga era consideravelmente mais tardia do que a aquela observada
nos demais membros da familia. Isto talvez indicasse que a mutagdo apesar de suficiente,
pudesse ndo ser necessaria para a manifestagdo da doenga e tivesse, na verdade, um efeito
de epistasia na manifestagio, duréqio e gravidade da doenga, ndo podendo ser descartada
ainda a possibilidade de que a mesma n3o tivesse efeito patogé€nico. Ainda neste caso, é
interessante notar que esta mutagdo € vizinha aquela detectada em casos de HCHWA-D
(substituicido de GLU por GLN na posigdo 22), onde hemorragias cerebrais estdo
associadas a grandes depositos amiloides nos vasos sangliineos.

Uma nova mutagdo foi encontrada em dois pacientes com Alzheimer de
manifestagdo precoce e historico familial positivo. Esta mudanga no gene da APP se refere
ao codon 708 (codon 633 da APPg¢gs) €, envolve uma mudanga de nucleotideos que resulta
na alteragdo da sequéncia do codon GGC para GGT (BALBIN et al.,1992). No entanto,
como tanto o codon normal como o mutante especifica um residuo de glicina, a mutagéo ¢
silenciosa ao nivel da estrutura primaria da proteina (FIGURA 1).

A sugestdo de uma regido na APP suscetivel a mutagdes que poderiam levar

ao desenvolvimento da doenga ja a partir da metade da quinta década de vida, encontrou
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novo suporte experimental com a descrigio de uma mutag@o silenciosa no codon vizinho ao
717. No codon 716, no exon 17, foi detectada uma tnica substituigdo de base (C por A)
(ZUBENKO et al.,1992) que ndo implica em alteragdo da sequéncia do produto deste gene.

Por outro lado, uma mutagdo dupla foi observada no exon 16 (isoforma
APP770) que co-segrega com a doenga em duas familias suecas, nas quais a doenga tem
manifestagio precoce (MULLAN et al.,1992). A alteragdo de dois pares de base na
sequéncia do gene da APP (G—T e A—»C) em comparagdo a sequéncia normal, leva a
modificagdo dos codons 670 e 671 da APP779 (595 e 596 na isoforma 695), acarretando
duas substituigdes de aminoacidos na proteina: asparagina (ASN) em lugar de lisina (LYS)
da seqiiéncia normal e leucina (LEU) em lugar de metionina (MET), respectivamente. E
importante salientar que estas mutagdes ocorrem imediatamente antes do inicio da regido
que corresponde a B-amiloide, mais precisamente, estas mutagdes sdo vizinhas ao residuo
N-terminal (aspartico, ASP) da 3/A4. Esta localizagdo amino-terminal a /A4 poderia dar
a esta mutagdo dupla um carater patogénico, uma vez que ela ocorre exatamente ou
proximo do local onde o precﬁrsor APP deve sofrer clivagem pela via lisossOmica
envolvida no processamento alternativo da molécula (GOLDE et al.,1992), gerando
fragmentos amiloidogénicos.

Na mesma época, JONES et al. (1992) investigaram a seqiiéncia do exon 17
do gene que codifica a proteina precursora da B-amildide em varios pacientes com deméncia
pré-senil.  Alguns casos foram diagnosticados como doenga de Alzheimer, outros
constituiam um grupo atipico e outros, ainda, foram classificados como esquizofrenia
cronica. Apesar de ndo ter sido identificada qualquer alterag@o nos dois primeiros grupos,
os autores detectaram uma muta¢do de ponto no codon 713 da APP (isoforma 770), que
produz uma mudanga de alanina (ALA) para valina (VAL) na proteina. Esta substituigio
de aminoécido ocorre dentro da sequéncia correspondente ao fragmento B-amildide, um
residuo antes do aminoicido C-terminal, considerando o peptideo de 43 residuos de

aminoéacidos (FIGURA 1). Entretanto, esta mutagdo ndo pdde ser analisada em outros
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membros da familia e nem foi encontrada em outros 100 casos de esquizofrenia crdnica
analisados pelos autores. Mesmo assim, o fato dela ocorrer em uma regifio aparentemente
critica do gene da APP, poderia indicar um eventual papel patogénico desta mutagio de
modo similar ao sugerido para as demais mutagdes.

Apesar das investigagdes da sequéncia do gene da APP estarem centradas
nos exons relacionados com a expressdo do fragmento /A4, exons 16 e 17, uma mutagio
foi descrita também no nucleotideo 459 do codon 153 (valina, VAL) no exon 4 em um
membro afetado pelo Mal de Alzheimer de recorréncia familial. Nenhuma substitui¢do de
aminoacido esta associada a esta alteragdo nucleotidica, sendo a mutagio considerada nio
patogénica pelos autores (VAULA ef al.,1992) .

Mesmo que a existéncia de mutagdes nos exons 16 e 17 (envolvidos na
codificagdo da B-amildide) possa fornecer subsidios para a hipdtese de que essas mutagdes
sejam patogénicas, e que, individuos que apresentam as mutagdes descritas nos cédons 717
e 670/671, exibam a evolugdo classica da doenga de Alzheimer de manifestagdo precoce, o
entendimento do real papel dessas mutagdes se mostrou mais complexo. Nio sé porque
essas mutagdes paregam estar associadas a somente alguns casos de manifestagdo precoce,
mas também porque o gene da APP no cromossomo 21 foi excluido como o locus
envolvido na doenga em muitas familias com este padrdo de manifestag@o.

A procura por outros Joci que pudessem ser ligados com a predisposi¢do a
doenga culminou com os resultados de SCHELLENBERG et al. (1992) que mostraram a
ligagdo entre a manifestagdo precoce da doenga e marcadores presentes no brago longo do
cromossomo 14 (marcador denominado D14843). O gene ou genes envolvidos ainda ndo
foram identificados de maneira inequivoca, mas foi sugerido que a proteina codificada por
este gene no cromossomo 14 talvez pudesse estar conectada com a sintese da APP ou com

o seu processamento. Os genes candidatos para este Jocus incluem o gene da HSPA2, uma
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proteina “heat-shock”® de 70 kD, e o gene c-Fos (St. GEORGE-HYSLOP et al.,1992;Van
BROECKHOVEN et al.,1992). O produto do ultimo é um fator de transcri¢do que poderia
aumentar a atividade do gene da APP, com o conseqiiente aumento na produgio da mesma.
A HSPA2 poderia estar envolvida nas vias de processamento de proteinas na célula, e,
consequentemente, ligada ao processamento da APP. De qualquer modo, ndo se deve
excluir a hipotese de que talvez o produto deste novo gene ndo esteja diretamente ligado a
APP.

Pelo menos mais um outro Jocus ligado a doenga de Alzheimer de
manifestagio precoce, deve existir, uma vez que ela parece ndo estar ligada nem ao
cromossomo 21 e nem ao 14 em um grupo de familias americanas, descendentes de alemies
da regido do Rio Volga (SCHELLENBERG et al.,1994).

O quadro genético dos casos de doenga de Alzheimer associados a
manifestagdo tardia parece menos definido, talvez pelas dificuldades decorrentes do seu
proprio padrio de manifestagdo. ‘A maior parte dos casos parece estar associada a uma
origem multifatorial, com contribuigdes tanto de fatores genéticos como ambientais.
Apesar destas observagdes, a ligagdo desta forma da doenga com marcadores presentes na
regiio proximal do brago longo do cromossomo 19 foi demonstrada em algumas familias
(PERICAK-VANCE et al.,1991). Esta evidéncia foi confirmada recentemente com os
resultados de STRITTMATTER et al.(1993), mostrando a associagdo entre a doenga de
Alzheimer e o locus da apolipoproteina E (APO E). A frequéncia do alelo APOE do tipo 4
(APOE-g4) estava significativamente aumentada nesses pacientes (de 13% para 48%, em
relagio aos individuos normais), nas diferentes familias analisadas, implicando este alelo,
herdado como um trago autossdmico codominante., como um importante fator na etiologia

da doenga com padrio familial de manifestagdo tardia. O papel da apoE4 como um possivel

?proteina "heat shock": proteinas codificadas por um conjunto de genes aos quais se atribui um papel na
protegdo da célula contra o estresse ambiental. Eles s3o ativados por um ou mais agentes fisicos ou
quimicos, como por exemplo: calor, etanol, metais pesados, falta de glicose ou estimulagdo mitogénica
(FERRIS et al.,1988)
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fator de risco para o desenvolvimento da doenga parece ndo se restringir somente a este
padrio de manifestagdo. Recentemente, os resultados de UEKI et al.(1993) indicam que,
em pacientes japoneses, a presenca da isoforma E4 esta associada também a doenca de
Alzheimer de manifestagdo tardia, sem antecedentes familiais (casos esporadicos).

Apesar de ndo estar claro, pelo menos no momento, como variagdes no
genotipo de apolipoproteinas podem levar as lesGes patolégicas encontradas no Mal de
Alzheimer, um maior risco, uma diminuigdo da idade de manifestagdo da doenga e o
aumento da deposi¢do da B-amildide no cérebro (nas placas senis e nos vasos) estdo
associados com o nimero de alelos APOE-e4 presentes no individuos afetados (CORDER
et al. ,1993;SCHEMECHEL et al.,1993).

Estes resultados vdo ao encontro da hipotese da possivel existéncia de
proteinas funcionando como “chaperones"® na doenga de Alzheimer. Tais proteinas, ao
interagir com a [P/A4, influenciariam o processo da sua deposigio (FRANGIONE,
comunicagdo pessoal). Esta hipotese parece fortalecida com os resultados acima e com a
demonstragdo in vitro de que a isoforma apoE4 se liga mais avidamente a /A4 do que as
demais isoformas de apolipoproteinas (WISNIEWSKI et al.,1993).

A afinidade da apolipoproteina E (apoE) de se ligar a /A4 poderia ser
reflexo das propriedades especiais da primeira. Entre as varias apolipoproteinas, a apoE €
unica frente a sua relevancia para o sistema nervoso. Diferentemente da demais
lipoproteinas, produzidas exclusivamente no figado, a apoE é produzida também nas células
de Schwann no sistema nervoso periférico e no astrocitos (PITAS ef al.,1987a). Ela
aparece como a principal apolipoproteina presente no liquido cefalorraquidiano (PITAS et
al.,1987b), estando ainda implicada na mobilizagdo e redistribuigdo de lipideos durante o

crescimento do axdnio e no reparo das membranas dos mesmos (MAHLEY,1988).

3nchaperones": classe de proteinas, amplamente distribuidas e estruturalmente ndo relacionadas, que
interagem com conformagdes ndo nativas de outras proteinas. Elas influenciariam diretamente o
enovelamento dos polipeptideos na sua conformacdo nativa (HARTL et al.,1994)
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1.7 OBJETIVO

O crescente interesse sobre mutagdes no gene da APP e a possivel relagdo
das mesmas com a etiologia da Doenga de Alzheimer conduziram a formulagio da
hipbtese de que outras mutagdes neste gene deveriam ocorrer em outros individuos com
histérico familial de manifestagdo precoce e heranga do tipo autossdmica dominante
(HARDY & ALLSOP,1991;GLENNER,1992).

O presente trabalho nos foi proposto dentro deste contexto, como parte de
uma intensa investigag@o sobre o papel patologico da (/A4 e seu precursor na Doenga de
Alzheimer e na hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose do tipo holandés (HCHWA-
D), em andamento no Departamento de Patologia do Centro Médico da NYU.

Nosso objetivo foi investigar a presenga de mutagGes no gene da BAPP,
caracterizando sua freqiiéncia e distribui¢do nos diferentes exons, no sentido de explorar a
relagdo dessas mutagdes com a doenga.

A analise do gene da BAPP foi realizada em familias afetadas pelo Mal de
Alzheimer, todos os casos apresentando manifestagdo precoce. Foram estudados
individuos de seis familias diferentes, sendo quatro americanas, uma inglesa e uma
argentina.

Os diferentes exons que codificam a APP foram inicialmente amplificados e,
em seguida, possiveis alteragdes conformacionais, induzidas pela presenga de mutagdes de
ponto, foram investigadas através de alteragdes do padrio de migragdo eletroforética das
fitas simples correspondentes, tomando-se com referéncia a migragéo observada para os
exons de individuos normais, ndo afetados.

Os dados obtidos a partir desta analise indireta foram corroborados com a
clonagem e o seqiienciamento dos exons correspondentes a (/A4: exon 16 e 17
(numerag@o tomada da APPy; ). O exon 18, correspondente a regido intracelular da

proteina APP também foi clonado e seqiienciado nas diferentes familias.
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2. MATERIAL E METODOS



2.1 MEIOS DE CULTURA

Na preparagdo dos meios de cultura foram utilizados reagentes da Difco
(Difco Laboratories, Detroit, MI).

Os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 20 minutos e, em
seguida, mantidos & temperatura ambiente para resfriamento. Tendo em vista o
experimento a ser realizado, o meio foi acrescido do antimicrobiano necessario. No caso de
crescimento em meio s6lido, o meio de cultura foi distribuido em placas de Petri

esterilizadas que foram mantidas a temperatura ambiente até total gelificagio .

2.1.1 Meio LB (Luria-Bertani Medium) (Miller,1972)

Bactotriptona 10,0 g
Extrato de levedura 50g
NaCl 10,0 g
H,0 Milli-Q q.s.p. 1,01pH final 7.2

2.1.2 Meio LA (Luria-Bertani agar) (Miller,1972)

Agar bacteriolégico 150g
Meio LB pH 7.2 1,01

2.1.3 Meio YT 2x (BRENT,1992)

Extrato de levedura 10,0 g
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Bactotriptona 16,0 g
NaCl 50g
H,O Milli-Q q.s.p. 1,01

2.1.4 Meio SOC (BRENT,1992)

Extrato de levedura 50g
Bactotriptona 20,0 g
NaCl 0,58¢g
KCl 186 mg
H»O Milli-Q q.s.p. 1,0 1

A solugio foi autoclavada por 20 minutos . Ao meio resfriado, foram adicionados
MgCl, e MgSO4 na concentragdo final de 10mM , além de glicose na concentragdo
final de 20 mM.

2.2 SOLUCOES E REAGENTES

2.2.1 Solucdes para Complementagiio de Meios de Cultura ¢/ou para Plaqueamento

1. H-Top Agar (BRENT,1992)

Bactotriptona 10g
NaCl 0,8g
Agarose 0,8g
H,0 Milli-Q q.s.p. 0,11

A solugio foi autoclavada a 121°C por 20 minutos.

2. IPTG ( isopropil-1-tio-B-D- galactosidio)

IPTG 20g
H,O destilada q.s.p. 10,0 ml

A solugdio foi esterilizada por filtragdo (filtro de 0,22 micron), distribuida em
aliquotas de 1.0 ml e estocada a -20°C .
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3. BCIG (5-bromo-4-cloro-3indolil-B-D -galactosidio (X-Gal)

BCIG 2,0 mg
N,N Dimetilformamida 1,0 ml

A solugdo, protegida da luz, foi mantida a - 20°C .

4. Solugdes de antimicrobianos

Solugdes estoque de kanamicina ( 50 mg/ml) ou ampicilina (50 mg/ml) foram
preparadas em HoO Milli-Q, esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,22 micron e

mantidas a 4°C .
5. Solugdes de sais e solugdo de glicose

Foram preparadas solugdes estoque de sais (MgCly e MgSO4) em Hp0 Milli-Q na
concentragio de 1M . As solugdes foram esterilizadas por filtragio em membrana de 0.22

micron. A solugio estoque de glicose foi preparada a 2M ,esterilizada nas mesmas
condi¢bes e mantida a -20°C .

2.2.2 Solucdes para Preparagio de Células Bacterianas Competentes

1. Solugdo de CaCly 2.5 M

CaCl, .6 H,O 13,58
H»O destilada q.s.p. 20,0 ml

A solugio foi esterilizada por passagem em filtro de 0,22 micron e armazenada em
aliquotas de 1.0 ml a -20°C .
2. Solugdo de CaCly 50 mM

CaCl, .6H7O 2,7¢g

HyO destilada q.s.p. 200,0 ml

A solugiio foi esterilizada como a solugdo anterior e estocada a -4°C .
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2.2.3 Solugio Tampio Tris com EDTA (TE;)

Tris pH 8.0 121g
EDTA05MpH 8.0 2,00 ml
H,O Milli-Q q.s.p. 1,001

2.2.4 Solugio Tampio Tris - Acetato de S6dio/EDTA (TEA)

Tris pH 7.5 | 40 mM
Acetato de Sodio 20 mM
EDTA 1 mM

2.2.5 Solugées para visualizagdo de DNA sob luz U.V.
1. Solugdo estoque de Brometo de Etidio 1%

Brometo de Etidio 10g

H»>O Milli-Q q.s.p. 100,0 ml

2. Solugdo corante de Brometo dé Etidio (0.5ug/ml)

Solugdo estoque de brometo 50 ul
de etidio 1%
H>O Milli-Q q.s.p. 100 ml

2.2.6 Solugdes para Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

1. Solug@o tampao Tris- Borato (estoque) ( TBE 20 x )

Tris 121,10 g
Acido Bérico 51,30 g
EDTA 3,72 g
H»>0 Milli-Q q.s.p. 1,001 pH 8.0

2. Solugdo tampdo de amostra

Sacarose 20,0g
Azul de Bromofenol 0,1g
TBE 10x pH 8.0 10,0 ml
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H,O0 Milli-Q q.s.p.

3. Solugdo estoque de acrilamida

Acrilamida
Bis-acrilamida
H>0 Milli-Q q.s.p.

100,0 ml

292¢g
0,8¢g

100,0 ml

4. Solugdo de Persulfato de Amonia 20% (PSA)

Persulfato de Amoénia
H,0 Milli-Q q.s.p.

20g
10,0 ml

2.2.7 Solugées para Marcagio de Sonda Molecular

1. Tamp3o de "nick translation" (10x)

Trizma base

MgCly
2-B-mercaptoetanol
BSA

500 mM
50 mM
100 mM
0,5 ng/ml pH 8.0

2. Tampio para a diluigio da DNA polimerase I

NaCl
Tris
MgCly
DTT

3. Tamp@o de resuspens@o de nucleotideos

Trizma

EDTA
2-B-mercaptoetanol
Etanol P.A.

100 mM
10 mM
7 mM
1mM pH 7.4

5mM
ImM
2mM

50% pH7.5
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4. Solugdo de EDTA 0.5 M pH 8.0

NaEDTA 186,1 g
NaOH (~ 20 g) para pH 8.0
H,O Milli-Q q.s.p. 1,01

A solugdo foi separada em aliquotas e autoclavada.

5. Solugio de DNA carreador

DNA de esperma de salmdo em tampdo TE Ix na concentragdo final de
10ng/ml. Para a fragmentagio do DNA carreador (redugdo a fragmentos de
aproximadamente 105 daltons ), a solugdo foi submetida inicialmente a passagens
sucessivas ( 5 vezes ) por uma agulha de 38mm x 12 mm e, a seguir, a mais 5

passagens por uma agulha de 25 mm x7 mm .

Apbs este tratamento, a solugdo foi separada em aliquotas e mantida a

-20°C.

6. Solugio para diluigdo da DNAse I

NaCl 0,876 g
Glicerol 50 %

2.2.8 Solugdes para Preparacio de Filtros e Hibridizagio
1. Solugio salina padrdo com citrato ( estoque) (SSC 20x)
NaCl 3.0M
Citrato de Sddio 0.3M
2. Solugdo de Denhart (50x)
Ficoll 400 000 50g

Polivinil pirrolidona 50g
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Soroalbumina bovina
H,O0 Milli-Q q.s.p.

3. Solugdo para desnaturagdo

NaOH
NaCl
Hy0 Milli-Q q.s.p.

4. Solugio salina SSCP (estoque) (5x)

NaCl

Citrato de Sodio
KH,;PO4

EDTA

H,O Milli-Q q.s.p.

5. Solugdo para neutralizagdo

Tris IMpH 7.5
SSCP 5x

NaCl

H,0 Milli-Q q.s.p.

6. Solugdo para lavagem

NaCl

Tris IM pH 7.2
EDTA 0.5M pH 8.0
SDS 10%

Hy0 Milli-Q q.s.p.

2.2.9 Solugdes para Sequenciamento
1. Solugdo de acrilamida 40% (estoque)
Acrilamida

Bis acrilamida
Hy0 Milli-Q q.s.p.

50g
500,0 ml

4,00¢g
87,66 g
1,001

35,00 g
2200g
88,50 g
1,69¢g
1,001

200,0 ml
400,0 mi
455¢g

1,01

2925 g

25,00 ml
1,00 ml
5,00 ml
0,50 1

380,0g
20,0 g
1,01
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A dissolugdo foi realizada a 37°C. Apés o ajuste final do volume, a solugdo foi

filtrada (poro de 0,45 micron) e mantida em frasco ambar na geladeira.

2. Mistura A (TBE 0.5x)

Acrilamida 40% 150,0 ml
Uréia 460,0 g
TBE 10x 50,0 ml
H,0 Milli-Q q.s.p. ' 1,01

3. Mistura B (TBE 2.5x)

Acrilamida 40% 150,0 ml
TBE 10x 250,0 ml
Uréia 460,0 g
Sacarose 50,0g
Azul de bromofenol 50,0 mg
H,O Milli-Q q.s.p. 1,01

4, Tampdo para pareamento com o primer (5x)

Tris- HCI pH 7.5 200 mM
MgCl, 100 mM
NaCl 250 mM

5. Tampio para diluigdo da enzima (sequenase)

Tris- HCl pH 7.5 10 mM
DTT 5 mM
BSA 0,5 mg/ml

6. Mistura de nucleotideos para reagio de marcagdo (para uso com dATP radioativo)

1.5 uM dGTP; 1.5 uyM dCTP; 1.5 yM dTTP
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7. Misturas de nucleotideos para reagdo de término

Foram preparadas quatro misturas distintas, uma para cada
dideoxinucleotideo. Cada mistura contem: 80 uM dATP, 80 uM dTTP, 80 uM dCTP,
80uM de dGTP e 50 mM NaCl. A cada uma das misturas de dNTP, foram acrescentados
8uM do dideoxinucleotideo (ddNTP) correspondente: ddATP, ddTTP, ddCTP e ddGTP.

8. Solug@o bloqueadora

Formamida 95,00 %
EDTA 20 mM

Azul de Bromofenol 0,05 %
Xileno Cianol FF 0,05 %

2.2.10 Solugdes para anilise de polimorfismo pela conformacio de fita simples(SSCP)

1. Solugdo para gel de poliacrilamida

Acrilamida 40% 6,3 ml
TBE 10x 4,2 ml
Glicerol 4,2 ml
H>O Milli-Q q.s.p. 42,0 ml

2. Solug@o para aplicagdo de amostra

Formamida 94,00%
Azul de Bromofenol 0,05%
Xileno Cianol FF 0,05 %
EDTA 20 mM

2.2.11 Solugées Tampio para Enzimas

1. Tamp&o quinase (10x)

Tris-HCI pH 7.6 0,7M
MgCl, 0,1M
DTT 50,0 mM
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2, Tampio ligase (5x)

Tris-HCI pH7.6 250 mM
MgCly 50 mM
ATP 5 mM
DTT 5 mM
PEG 8000 25%

3. Tampdo Sma 1 (1x)

Acetato de Potassio 50 mM
TrispH 7.9 20 mM
Acetato de Magnésio 10 mM
DTT 1 mM

4. Tampdo Taq polimerase (10x)

Tris pH 8.0 10 mM
KClI 50 mM
MgCh 10 mM
Gelatina _ 0.01 %

2.2.12 Solugdes para eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS)

1. Solugdo de bis-acrilamida (estoque)

Acrilamida 292¢
Bis-acrilamida 0,8g
H,0 Milli-Q q.s.p. 100,0 ml

Ap6s dissolugdo, a solugdo foi filtrada em papel Whatman 1 MM e mantida a 4°C em frasco
ambar.

2. Solugdo tampdo Tris-HCI IM pH 8.8

Tris 12,114 g
H,0 Milli-Q q.s.p. 100 ml pH 8.3
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3. Solugdo tampido Tris-HCl pH 6.8

Tris
H,0 Milli-Q q.s.p.

4. SDS 20%

SDS
H,0 Milli-Q q.s.p.

5. PSA 10%

PSA
H,0 Milli-Q q.s.p.

6. Tampido de corrida 10x (estoque)

Tris

Glicina

SDS

H,0 Milli-Q g.s.p.

7. Tampao de amostra 2x

SDS 10%

Glicerol

Tris 1 M pH 6.8

Azul de Bromofenol 0.1%
H,0 Milli-Q g.s.p.

2.2.13 Solugdes para Western-Blotting

1. Tampio de Transferéncia 10x (estoque)

CAPS
NaOH 2N g.s.p.
H,0 Milli-Q q.s.p.

12,114 g
100 ml pH6.8

200¢g
100 ml

100 mg
1,0 ml

303 ¢

1442 ¢
10,0 g
1,01

4,0 ml
2,0 ml
1,2 ml
0,6 ml
3,0ml

22,13 g
pH 11
1,01
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2. Solugdo bloqueadora (JOHNSON et al.,1984)

Leite em po6 desnatado 5g
TBS q.s.p. 100 ml
Tween 20 50ul

3. Solugdo salina tamponada com Tris (Tris 25 mM)(TBS)

NaCl 80g
KCl 02g
Tris 30g
H,0 Milli-Q q.s.p. 1,01 pHB8.0

2.3 OBTENCAO DO MATERIAL

O material utilizado no presente estudo foi obtido de individuos que ou
apresentavam ou manifestaram, em vida, um quadro clinico compativel com Mal de
Alzheimer.

Todos os casos estavam associados a manifestagdo precoce e apresentavam
histérico familial.

Estes casos foram encaminhados ao laboratério por diferentes neurologistas
ou clinicos por intermédio do Dr. B. Frangione ou diretamente pelo Dr. E. Castafio e pelo
Dr. T. Wisniewski. O grupo incluia um total de oito familias diferentes: duas argentinas
(FAD 1) (FAD 7), cinco americanas (FAD 2) (FAD 4) (FAD 5) (FAD 6) (FAD 8) e, uma
inglesa (FAD 3). As informagdes disponiveis sobre estas familias estdo resumidas na
TABELA IT.

O diagnostico dos individuos que apresentaram em vida um quadro clinico
compativel com a doenga foi confirmado imunohistoquimicamente apo6s autépsia.  Nos
demais casos foi realizada inicialmente uma avaliagdo de saude e dependéncia, seguida de

teste psicologico. Os casos que apresentaram suspeita clinica foram, entdo, extensamente

e e *
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investigados através dos parimetros normalmente utilizados como referéncia na clinica
médica e que incluem exames neurolégicos , testes neuropsicologicos, eletroencefalograma
e tomografia computadorizada, entre outros (Castafio & Wisniewski, comunica¢o pessoal,
de acordo com FOLSTEIN et al.,1975 ¢ MCKHANN et al,1984). Com base nesses
critérios, os casos foram, entdo, classificados (TABELA II).

Sempre que possivel as informagSes clinicas disponiveis foram
complementadas com depoimentos de membros da familia e com a revisdo e andlise do
arquivo médico, resultados de bidpsias e autopsias e com dados disponiveis sobre os demais
membros da familia (Castafio, comunicagdo pessoal). No caso da familia argentina, os

dados disponiveis permitiram estabelecer o heredograma esquematizado na FIGURA 3.

2.4 Extragio de DNA

O DNA foi extraido ou de tecido cerebral congelado (lobo temporal) ou de
linfocitos de sangue periférico, conforme protocolo descrito por BLIN &
STAFFORD,1976.

Em fungio da disponibilidade de material, a extragdo foi também realizada a
partir de material fixado embebido em parafina, ap6s modificagdo do método de GOELZ et
al.,1985. Como alternativa para algumas amostras foi também utilizado o procedimento
descrito por ROGERS ez al.,1990 .

Com excegio das amostras IV-13 (FAD 1), 382 (FAD 4), P (FAD 7) e 260-
Il (FAD 8) (TABELA II) (TABELA III) que foram obtidas a partir de material fixado
embebido em parafina e das demais amostras dos casos da familia FAD 1 (III-8; IV-31)
que foram obtidas de linfocitos, as demais amostras (IV-2, FAD 1; NS, FAD2; BRI, FAD
3; 422, FAD 5 ¢ CD, FAD 6) foram preparadas a partir de tecido cerebral.
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Familia/Individuo

FAD 1:
1I-1
I1I-1
I11-2
I11-3
HI-5
I11-8
IvV-2
IV-13
IV-30
IV-31

FAD 2:
NS

FAD 3:
BRI

FAD 4:
382

FAD 5:
422

FAD 6:
CD

FAD 7:
P

FAD 8:
260-I11

Sexo

'-nz'-n'-nzw*n'-nm*ﬂ

e 5]

M

F

TABELA 11

Resumo dos dados clinicos dos casos de doenca de Alzheimer nas familias estudadas

Idade:

Idade:

Doenga Morte

40
41
46
40
43
40
38
35
34
33

46
48
45
50

43

46

47
48
55
49
51
47*
44
41
37%
35%

55

56

54

57

50

56

53

Duragio
(anos)

00 \O O 3

7

Diagnostico
Classificagio

PAD
DAD
PAD
DAD
PAD
PAD
PAD
DAD
PAD
PAD

DAD

PAD

DAD

DAD

DAD

DAD

DAD

Fonte de
Informagio

IR
IR, MR
IR
IR;MR
IRMR

IR;EX.CL

IR;MR
IR;MR

EX.CLMR
EX.CL,MR

IR;MR

IR

IR;MR

IR;MR

IR;MR

IR

IR;MR

Cada uma das familias (FAD) estd identificada com um namero. A idade da doenga corresponde a idade de
manifestagdo da patologia. O simbolo (*) indica a idade atual do individuo. A classificagdo dos casos, com
base nos parimetros e critérios para diagnéstico clinico do National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) e Alzheimer's Disease and Related Disorders Association
(ADRDA) (McKHANN et al.,1984), estd indicada como PAD: provavel e, DAD: definitivo. As
informag@es disponiveis em cada caso foram obtidas de IR: relato familiar; MR: relato médico ¢ EX.CL:

exame clinico.
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TABELA 1II

Individuos analisados e origem do DNA utilizado para a caracterizagfio dos exons da APP nas
diferentes familias afetadas pela doenga de Alzheimer de manifestagio precoce

FAD 1:
1V-13 tecido cerebral fixado,embebido em parafina
II-8 linfocitos
IV-31 linfocitos
v-=2 tecido cerebral congelado
FAD 2:
NS tecido cerebral congelado
FAD 3:
BRI tecido cerebral congelado
FAD 4:
382 tecido cerebral fixado, embebido em parafina
FAD S:
422 tecido cerebral congelado
FAD 6:
CDh tecido cerebral congelado
¥AD 7:
P tecido cerebral fixado, embebido em parafina
FAD 8:
260-I11 tecido cerebral fixado, embebido em parafina
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Entre estas, foram também incluidas amostras obtidas de tecido cerebral de
dois individuos normais e de um paciente afetado por hemorragia cerebral hereditaria com
amiloidose-tipo holandés (HCHWA-D) (LEVY et al.,1990).

O sangue foi coletado em heparina e centrifugado a 200 x g por 10 minutos
a temperatura ambiente. A interface, contendo os linfocitos, foi cuidadosamente
transferida para um tubo limpo e a este, foram adicionados 3-5 ml de uma solugdo de
EDTA 50 mM pH 8.5, contendo SDS 0.5% .

O cérebro congelado foi mantido em gelo seco durante o manuseio e, com o
auxilio de uma ldmina de ago e um pequeno martelo, foram retirados pequenos fragmentos
de tecido. Estes foram imediatamente macerados em um gral, sob atmosfera de nitrogénio
liquido. De modo andlogo ao tratamento descrito acima, este material foi, em seguida,
transferido para um tubo de ensaio limpo, contendo a mesma solugéo.

Aos tubos foi adicionada proteinase K (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
IN) na concentragdo final de 100pg/ml e a digestdo ocorreu a 37°C por 4 horas, sendo os
tubos cuidadosamente invertidos algumas vezes durante este periodo. Apods duas extragdes
seguidas com fenol-cloroformio e uma extragdo com cloroformio, 0 DNA presente na fase
aquosa foi precipitado com etanol a frio na presen¢a de NaCl 0.2 M. Com o auxilio de uma
pipeta Pasteur vedada, o DNA foi cuidadosamente retirado e transferido para um tubo
contendo 3.0 mi de T,(E, e mantido sob lenta agitagdo a 4°C por 16 horas. Ao material
dissolvido foi adicionada ribonuclease pancreatica A (Sigma, Chemical, St.Louis, MO) na
concentragdo final de Spg/ml e a reagdo ocorreu a 37°C durante 1 hora. Esta etapa foi
seguida de uma nova adigdo de proteinase K (10 pg/ml) e incubagdio a 37°C por duas
horas.

Apos a extragdo final com fenol (2x) e cloroférmio (1x), a fase aquosa
coletada foi transferida para um tubo limpo e, apo6s adigdo de NaCl na concentragio final
de 0.2 M, o DNA foi finalmente precipitado a frio com etanol (P.A)) (2.5x V/V).Tris
10mM.
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O DNA obtido foi dissolvido em 100ul de T oE;. Diluigdes de 100 e, se
necessario, 500 vezes foram preparadas em H,0 e o material analisado
espectrofotometricamente a 260 e 280 nm para dosagem e avaliagdo quanto a pureza,
como descrito em SAMBROOK et al.(1988) . As amostras foram mantidas a 4°C .

Para a obtengdo de DNA a partir do material fixado e embebido em parafina,
fragmentos pequenos e finos foram retirados com o auxilio de uma limina esterilizada,
tomando--se o cuidado de minimizar a0 maximo a incluso de parafina. As amostras foram
pesadas (50-500 mg), dissolvidas em 4-8 ml de TEs (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 9),
respectivamente e, em seguida, mantidas a 48 °C por 24 horas , antes da digestdo com
proteinase K na presenga de SDS.

Apos 20 horas de digestdo, uma segunda aliquota da enzima foi adicionada
as amostras e, a digestdo se prolongou por mais um periodo de 20 horas. O material foi
submetido a extragdo nas condigdes descritas acima e precipitado com etanol a frio na
presenga de acetato de amdnio 0.3 M e, em seguida, dissolvido em T,oE, e analisado como
descrito acima.

No segundo procedimento utilizado para obtengdo de DNA dos tecidos
fixados e embebidos em parafina, as amostras foram imersas em 400ul de xileno por 5
minutos a temperatura ambiente para a eliminagio da parafina. Os tubos foram
centrifugados por 5 minutos e o precipitado lavado com etanol 100%. Depois de nova
centrifugagdo, o precipitado foi lavado com etanol 35% e, ap6s evaporagio do mesmo,
dissolvido em TEy com SDS 1% para a digestdo com proteinase K (500 pg/ml).

As condigbes de extragdo e precipitagio foram as mesmas especificadas
acima. Como alternativa, algumas amostras foram submetidas a um pré-tratamento com

Triton X-100 a 1% a 48°C por 16 horas antes da digestdao enzimatica.
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2.5  Reagio em cadeia da polimerase ("PCR")

As reagdes foram realizadas a partir do protocolo original descrito por

SAIKI et al.,1988.

2.5.1 "Primers"

Os "primers", utilizados para a amplificagdo dos diferentes exons do gene
que codifica a proteina precursora da 3-amildide (BAPP), foram esquematizados com base
na sequéncia dos introns contiguos a cada um dos exons, usando-se como referéncia os
trabalhos de LEMAIRE et al.(1989) e YOSHIKAI et al.(1990).

A sequéncia nucleotidica de cada "primer" (TABELA 1IV), foi entio,
sintetizada automaticamente em um sintetizador de DNA PCR-MATE 391 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) pelo Dr.A.Goldsmith do Departamento de Farmacologia-
MSB da NYU ou sob encomenda pela Operon Technologies, Inc., Alameda, CA.

De cada "primer" recebido foi retirada uma aliquota de 10ul e o volume
completado para 200ul com H,O0.

O material foi submetido a extragdo com fenol (2x) , seguida de extragdo
com cloroformio. A fase aquosa, obtida deste ultimo tratamento, foi transferida para um
eppendorf limpo e o DNA precipitado com NaCl na concentrag@o final de 0.2M e etanol
P.A. a frio (1:2.5 v/v) em gelo seco.

O material foi centrifugado por 5 minutos a 12 000 rpm, o sobrenadante
descartado e o precipitado seco a vacuo. Em seguida, 0 DNA precipitado foi dissolvido em
200! de H,0 e uma aliquota diluida 1:500 em H,O para estimativa da concentragio pela

absorbancia a 260 nm (SAMBROOK et al.,1988).
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2.572 Reagio

Uma quantidade de 1ug de DNA de cada amostra foi amplificada em um
volume final de 100ul, na presenga dos respectivos "primers", na concentragio final de 25 a
40 pmoles, e dos demais reagentes: cada um dos quatro dNTP (Pharmacia LKB
Biotechnology, Piscataway, NJ) na concentragio final de 200 uM, 2.5 unidades da Tag
DNA polimerase I da bactéria termofila Thermus aquaticus (Taq) (Boehringer Mannheim
Biochemicals, Indianapolis,IN) e tampado 7aq 1x .

A mistura foi coberta com 6leo mineral e submetida a um ciclo de reagses,
repetido automaticamente 20 a 30 vezes em uma maquina programavel da Perkin-Elmer
Cetus(Norwalk,CT): desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, renaturagdo com pareamento dos
"primers" a temperatura e tempo variavel, dependendo do exon em questdo e, finalmente,
extensdo a 72°C por 2 minutos. Esta programag@o foi seguida de uma extensdo final por

10 minutos a 72°C .

2.6  Eletroforese em gel de poliacrilamida

A analise dos fragmentos amplificados nas condigdes descritas no item
anterior foi realizada em gel de poliacrilamida a 5 ou 8.4% , de acordo com o tamanho do
fragmento esperado, utilizando-se o sistema Mini-Protean II (Bio-Rad Laboratories,

Hercules,CA)
2.6.1 Preparagio do gel

O gel foi preparado a partir de uma solugdo estoque de acrilamida

(acrilamida-bis, 30:0.8; item 2.2.6, n° 3) dissolvida em TBE 1x (item 2.2.6, n° 1) ,
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utilizando-se PSA a 0.14% como iniciador e TEMED a 0.005% como catalisador da
reagio de polimerizag@o.

Com o auxilio de uma pipeta, a solugdo (12.5 ml/gel) foi cuidadosamente
colocada entre duas placas de vidro (102x72 e 102x82 mm), separadas por espagadores
plasticos de 1.0 mm e, posicionadas verticalmente no suporte acrilico apropriado do
sistema. Os pogos foram obtidos colocando-se com um pente plastico de mesma espessura
(10 dentes) entre as duas placas.

Apds a polimerizagdo, o pente foi retirado e o conjunto placas de vidro-gel
transferido para o suporte plastico conectado aos eletrodos. Este foi entdo, colocado na

cuba para eletroforese, contendo TBE 1x como tampéo de corrida.

2.6.2 Preparagdo das amostras e eletroforese

Aliquotas da reagdo de amplificagdo ( 10ul ), cuidadosamente retiradas de
modo a se evitar a presenga do Oleo mineral, foram misturadas a 5 ul de tampio da
amostra (item 2.2.6; n°® 2) e o material submetido a eletroforese a 150 V até que o azul de
bromofenol atingisse a extremidade inferior do gel.

Como marcadores de peso molecular, foram incluidos fragmentos de DNA
dupla fita de tamanho conhecido, obtidos comercialmente (Bio Marker Low, BioVentures,

Inc, Murfreesboro, TN).

2.6.3 Analise do gel

Apoés a corrida eletroforética, a eficiéncia da reagdo de amplificagido foi
avaliada pela visualizagdo do fragmento de DNA, por coloragdo com brometo de etidio.

O gel foi mergulhado em uma solugdo de brometo de etidio (0.5ug/ml) e

mantido sob movimentagdo lenta por 5 minutos ao abrigo de luz. Em seguida, a solug@o
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TABELA IV

"Primers" utilizados na amplifica¢do dos exons do gene da BAPP

Exons Pares de " Primers " Tamanho
(APPsss) (em bp)

1 5' AGCAAGGACGCGCGGATCC 3 190
5' GTATCGCGTCCCCACCGTGC 3'

2 5' TGCCTTGGAGCTATGGATACT 3! 213
5' AACAAATGCATGTGATCCAAC 3’

3 5' ACAGTGGAGGTTGTTAGAT 3' 171
5' CTTCCCTCAAGACCAGGCCC 3!

4 5' CGGTAAGAACACTGTGATACAG 3’ 200
5' GGAAATCTTCACTTTGCAATAAGA 3’

5 5' ACACATCTACTCTAGCCAC 3 255
5' ACTCCATACAAGATGTTTCAGC 3'

6 5' ATTCCATATGGACGACTTTC 3' 300
5' TCCAACTCTGGTATTACGCT 3'

7 5' TCTCTGTTCTGAGAAATACG 3' 290
5' GCTCAGGTTTCCAATATCG 3'

8 5' AACATAATCATCCATCCTAT 3' 150
5' GCAGACATATTAAATGGATG 3'

9 5' GCTGC'ITCATCCTACTTATTC 3 320
5' CTTACTGTCTGTGCTGTGAC 3'

10 5' TCTAACCATCGCCAATGGAA 3' 169
5' GTCAAAGCTGCAGAAGATGA 3'

11 5' GCGACAAGAAGTTGAGACTCCGT 3' 142
5' TGTCGTATAACTCCTATTCCTCA 3'

12 5' GTTACTCACCAAAGAGATGGT 3' 300
5' CCCTGCTGGCTCAGGGACTC 3'

13 5' GCCACGACTTACCGATCTTG 3' 138
5' AAGGAGACAACGTCTGCTCG 3'

14 5' AGAGTCATTTATCTATTTTCTTCTAA 3' 242
5' GAAAGAGGGTAAATTATTTTACGTAC 3'

15 5' CCTCATCCAAATGTCCCCTGCATT 3' 319
5' CCACTTGGAAACATGCAGTCAAGTT 3'

1% 5' ACTGCTTCTCCATGTTCACC 3' 304

5' ATGGACTCCGATGGGTAGTG 3'

A seqiiéncia dos "primers” foi baseada na seqiiéncia dos introns contiguos a cada um dos exons, conforme
LEMAIRE et af.(1989) e YOSHIKALI et a/.(1990). Na coluna 4 direita € indicado o tamanho do fragmento a
ser amplificado (bp = pares de base). Para a amplificagio dos exons correspondentes as insergdes
encontradas na isoforma BAPP,,, (KPI ¢ MRC-OX2) foram empregados os seguintes pares de "primers”,
respectivamente: 5'ATGCTAAATGTGGTTCCCCA3' ; 5'CAGAGTCATGGCGAGAGAGA3' e
5'GAGCGCGCTTGGTTTTGTTGGAGGGACC3' ; 55GCCGATCGCTGGAGTTATGTGAACCCAASZ'.
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foi descartada, o gel lavado em agua destilada (duas trocas) e mantido submerso até ser
observado em um transiluminador sob radiagdo UV e fotografado.
O tamanho do fragmento obtido foi estimado por comparagio com os

marcadores comerciais incluidos na eletroforese.

2.7  Analise de polimorfismo pela conformaciio da fita simples (SSCP)

A ocorréncia de mutagdes na regido codificadora do gene da BAPP foi
investigada pela técnica descrita por ORITA ez al.,1989.

Além do material dos individuos afetados pela Doenga de Alzheimer, foi
incluido DNA de individuos normais como controle, além de DNA obtido de dois
individuos de uma familia holandesa , ambos acometidos em vida de hemorragia cerebral
hereditaria com amiloidose (HCHWA-D)(vide Introdugdo) e cuja sequéncia do gene da
BAPP foi determinada e parcialmente publicada (LEVY et al,1990). O DNA de
individuos normais e dos individuos com HCHWA-D foi obtido a partir de tecido cerebral
congelado e, no ultimo caso, também a partir das leptomeninges, nas condi¢gdes descritas

acima (item 2.4).

2.7.1 "PCR"

A amplificagdo de cada um dos exons do gene da BAPP foi realizada nas
condigdes padronizadas previamente, conforme descri¢do no item 2.5. Entretanto, como o
produto da reagdo seria analisado, em seguida, através da técnica de SSCP, a reagdo de
amplificagdo, neste caso, foi realizada na presenga de [y-32 plcTP ( Du Pont NEN
Products, Boston, MA).

53



A amplificagdo foi realizada em 10u] de tampdo de reagio, contendo 10 ng
de DNA, 10uM da mistura de dNTP, 1uCi de [**P] dCTP e 0.25 unidades de Taq DNA

polimerase(Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN).

2.7.2 Preparagio das amostras para eletroforese

Ao término da reagdo de amplificagio, a mistura foi separada em duas
aliquotas de 4ul. A uma delas foram acrescentados 6ul de T|gE; e 4ul de tampdo da
amostra e, em seguida, a mistura foi imediatamente congelada em gelo seco. A segunda
aliquota foi submetida a desnaturagéo pela adigdo de 4ul de NaOH 0.08M a 2pl de ToE,
e 4ul de tampdo da amostra. As amostras tratadas com NaOH foram entdo colocadas a
95°C por 10 minutos na maquina de PCR e, a seguir, imediatamente transferidas para gelo
seco. As amostras foram mantidas congeladas nestas condigGes até serem submetidas a

eletroforese a seguir.

2.7.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras desnaturadas foram submetidas a eletroforese para separagdo
das fitas simples em um gel de poliacrilamida a 6% em TBE 1x com glicerol a 10%, em
condigdes ndo desnaturantes. No mesmo gel foram também incluidas as amostras sem
tratamento (ndo desnaturadas) e os controles (DNA de individuos normais).

A mistura para o gel descrita acima foi preparada em um béquer, sob
agitacdo, a partir de uma solugdo estoque de acrilamida 40%, TBE estoque 10x e glicerol
(item 2.2.10) em um volume final de 42ml. A mistura foram acrescentados 72ul de PSA
20% e 72ul de TEMED para a reagdo de polimerizagdo. Imediatamente, todo o contetido
do béquer foi vertido entre duas placas de vidro de 400x200 e 430x200mm, separadas por
espagadores acrilicos de 0.5mm e previamente vedadas com fita crepe. As placas foram

colocadas sobre a bancada, em posi¢do horizontal e um pente de mesma espessura (10
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dentes) foi colocado no intervalo entre elas para a obteng@o dos pogos de aplicagdo das
amostras .

Apbs a polimerizagdo, a vedagdo inferior € o pente foram retirados e as
placas com o gel foram colocadas em uma cuba para eletroforese vertical. A cuba foi
completada com TBE 1x e a placa de vidro frontal coberta com uma placa de aluminio ,
contendo uma fita para controle da temperatura (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA)
durante a corrida.

A eletroforese foi realizada a 8-10 Watts e o tempo de corrida (12-18 horas)
para cada exon foi determinado a partir do tamanho do fragmento esperado, usando-se
como referéncia o PCR padronizado no item 2.5. O controle de temperatura durante a
corrida eletroforética foi realizado de modo a manter o gel em temperaturas inferiores a

20°C.

2.7.4 Preparagdo do gel para exposigdo ao filme de raio-X

Ao término da eletroforese, o gel foi retirado das placas de vidro por
transferéncia para papel Whatman 3 MM, recoberto com filme plastico € colocado em um
sistema automatico de secagem (Bio Rad Laboratories, Hercules,CA) a 80°C sob vacuo.

O gel seco foi exposto a uma chapa autoradiografica com tela
intensificadora a -70°C por 12 horas . O filme de raio X (X-Omat-R, Eastman Kodak,
Rochester, NY) foi entdo revelado automaticamente nas condigdes especificadas pelo
fabricante e o padrdo de impressdo da chapa foi analisado e comparado ao obtido para

individuos normais, incluidos como controle.
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2.8 Clonagem (sistemal)

2.8.1 Preparagio do Vetor

Como vetor foi utilizado o fago M 13 ( M13 mp 18), preparado segundo o
protocolo de SAMBROOK et al.(1988)

A digestdo de 2 ng do vetor foi realizada com Sma I (10 unidades) (New
England BioLabs, Beverly, MA) em um volume final de 200ul, tamponado nas condi¢bes
adequadas para a enzima (item 2.2.11). A reagdo foi mantida a temperatura ambiente por 1
hora.

O produto da digestdo foi tratado a seguir com fosfatase alcalina (1:10 000)
(Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis,IN) a 37°C por 1 hora. A enzima foi
entdo inativada mantendo-se a mistura a 65°C por 10 minutos.

O material foi mantido a 4°C e a eficiéncia da preparagdo avaliada
submetendo-se uma aliquota a eletroforese em gel de agarose nas condigdes descritas

anteriormente (item 2.7).

2.8.2 Reagdo de Fosforilagdo

Aliquotas (1 a 5 pl) das reagdes de amplificagio foram diluidas em um
volume final de 12l (ajustado com T(E|), contendo tampdo quinase (1x) e ATP 5SmM
As amostras foi adicionada quinase (New England BioLabs, Beverly, MA)(1:10) e a reagdo
ocorreu a 37°C por 1 hora. O material foi em seguida precipitado com etanol (2.5x V/V) a

frio ap6s adigdo de NaCl na concentragdo final de 0.2M, mantendo-se os tubos em gelo

S€CO.

2.8.3 Reagdo de Ligacdo
O material precipitado foi inicialmente dissolvido em 6ul de ToE; e o

volume final ajustado com H,0 de modo a diluir o tamp@o ligase estoque para 1x (item
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2.2.11), considerando a adi¢8o de 1 pl do vetor e 0.5l da ligase (T4 DNA ligase)(New
England BioLabs, Beverly, MA). Apo6s centrifugagdo, a mistura foi incubada durante a
noite, de modo que a reag@o iniciada a 4°C atingisse 16°C até o fim deste periodo. O
produto da reagdo foi mantido em geladeira até ser usado para a transformagdo de células

competentes de E.coli .

2.8.4 Preparagdo de Células Competentes

Células competentes de E.coli ( linhagem JM 101 ), foram preparadas
conforme protocolo detalhado em SAMBROOK ef al.,1988.

Colonias foram inicialmente transferidas para um tubo plastico estéril
(Falcon 2054, Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ) contendo meio liquido YT
(2x) (aproximadamente 3ml/reagdo de ligagdo), utilizando-se uma alga plastica de
inoculagio. Os tubos foram tampados e o conteudo gentilmente homogeneizado. O
crescimento foi realizado a 37°C sob agitagdo (250 rpm) e monitorado
espectrofotometricamente a 550 nm a intervalos de aproximadamente 40 minutos(Asso =
0.3).

As células foram ent3o submetidas a centrifugagdo a 2.600 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células resuspendidas em CaCly 50 mM
a 4°C e mantidas em gelo por 20 minutos. Ao fim deste intervalo, as células foram
submetidas a nova centrifugagdo nas mesmas condigdes, ressuspendidas na mesma solugio

(0.2 ml /reagdo de ligagdo) e incubadas em gelo por no minimo 1 hora.

2.8.5 Transformagdo e Plaqueamento
A suspensdo de células competentes foi distribuida em aliquotas de 200ul,
em tubos mantidos em gelo. A cada uma delas foi adicionado o conteudo de uma reagdo

de ligagdo. Esta mistura foi, em seguida, incubada em gelo por 40 minutos.
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Ao término deste periodo de incubagdo, cada preparagio foi submevda a
choque térmico por 2 minutos a 42°C.

Os tubos foram imediatamente retirados do bloco de aquecimento e, a cada
um deles foram adicionados 35ul de BCIG (X-Gal), 35ul de IPTG para visualizagdo dos
recombinantes e mais 3 ml de H-Top Agar (previamente fundido em forno de microondas)
para plaqueamento. O conteido resultante, obtido para cada uma das preparagdes, foi
rapidamente vertido sobre placas de Petri individuais, contendo meio YT 2x . Apds
solidificagdo desta camada superior, as placas foram transferidas para estufa e mantidas a

37° por 16 horas.

2.9 Clonagem ( sistema 2)

Como alternativa para a clonagem dos exons correspondentes a f3/A4
(exons 14 e 15) e do exon 16 (numeragdo relativa a APP 695), o vetor utilizado foi o
plasmidio pCR™ 1000 do Sistema TA Cloning™ (versdo 1.1)(Invitrogen, San Diego,

California).

29.1 Reagdo de ligagdo

As reagdes de ligagdo foram estabelecidas na relagdo molar (vetor: produto
de PCR) de 1:1 ou 1:3, usando-se 50 ng do vetor resuspendido em T;oE; em cada reagio,
na presenca de T4 ligase (1ul/reagdo)(New England Biolabs, Beverly, MA). A incubagio

foi realizada a 12°C durante a noite .
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2.9.2 Transformagio e Plaqueamento

Células competentes (E.coli, INVoF') (Lacl®) foram transformadas nas
condigGes descritas pelo fabricante (Invitrogen, San Diego, California). Foram utilizados
50ul da suspensio de células para cada reagdo de ligag@o/transformag@o.

Apds choque térmico de 1 minuto a 42°C, as células foram mantidas em
meio SOC (volume de 450 ul/ligagdo) por exatamente 1 hora a 37°C com agitagéo ( 225
rpm).

Findo este intervalo, as células foram transferidas para gelo e, em seguida,
plaqueadas (25 € 100 pl) em meio LB-4gar, contendo kanamicina (50pg/ml) e X-gal (40 p

g/ml). As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 16 a 40 horas.

2.10 Hibridizacio

2.10.1 Preparagédo dos filtros

Réplicas das placas foram obtidas por contato, cobrindo-se 0 meio com
filtros de nitrocelulose (Schleicher & Schuell, Keene, NH). O material adsorvido ao filtro
foi desnaturado mergulhando-se os filtros em solugdo desnaturante por 5 minutos (item
2.2.8.; n°3) e neutralizado a seguir por imersdo dos filtros em solugdo neutralizante por 5
minutos (item 2.2.8.; n°5). Os filtros, colocados sob papel absorvente com a superficie de
contato direto com o meio voltada para cima, foram mantidos & temperatura ambiente por
aproximadamente 20 minutos para eliminag@o do excesso de liquido.

Os filtros foram entdo intercalados com papel de filtro Whatman 1 MM
(Whatman Laboratory Products, Clifton, NJ), embruthados em papel aluminio e mantidos

em forno a 80°C por 3 horas a vacuo para a completa adsor¢do do material.
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2.10.2 Pré-hibridizagio

Os filtros foram inicialmente mergulhados na solugdo de lavagem (item
2.2.8. ; n°4) que foi préviamente aquecida a 68°C e lavados a 42°C em agitagdo durante 30
minutos. A solugio foi ent3o, descartada e, aos filtros, adicionados 10-12 ml de solugio de
hibridizagdo. Este tratamento (pré-hibridizagdo) foi realizado a 42°C sob agitagdo durante 3

horas.

2.10.3 Preparag@o das sondas

Os oligonucleotideos (~ 20 pmoles) utilizados como sondas foram
marcados diretamente por incorporagdo de [y-32P]JATP (Du Pont NEN Products, Boston,
MA) (~34 pmoles/oligonucleotideo) em um volume inicial de 11ul, contendo tampZo
quinase 1x .

A mistura foi aquecida a 70°C por 2 minutos e imediatamente transferida
para gelo. Em seguida, apés a adi¢50 de 0.5pul de quinase, a reagdo foi mantida a 37°C por
30 minutos. A mistura foi entdo, mais uma vez, aquecida a 70°C por 2 minutos e
transferida para gelo. Foram adicionados 0.5ul de uma diluigdo a fresco de §-
mercaptoetanol (1:100), mais 0.5u! de quinase € a mistura foi incubada novamente a 37°C
por 30 minutos. Ao fim deste periodo, foram adicionados 2pul de EDTA 0.5 M pH 8.0 e 0
volume final completado para 100ul com H,O.

Para separar o DNA radioativamente marcado do dATP precursor nio
incorporado, foi montada uma coluna de Sephadex G-25 (Pharmacia LKB Biotechnology,
Piscataway, NJ) em H,0 dentro de uma seringa plastica de 1.0 ml, vedada com 13 de
vidro siliconizada. A coluna foi primeiramente lavada com 200ul de H,O (2 vezes) por
centrifugacdo a 2 000 rpm a 4°C por 4 minutos. O material da reag@o foi entdo aplicado ao
topo da coluna e esta submetida a uma nova centrifugagio, nas mesmas condigdes. O DNA

marcado foi coletado em um tubo eppendorf mantido sob a coluna durante a centrifugagio.
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No caso de plasmidio (pA751, contendo a sequéncia nucleotidica APP753
em pGem) a marcagdo radioativa foi realizada por "nick translation", segundo
SAMBROOK et al.,1988.

Inicialmente foi realizada uma digestdao de 10ug com EcoRI (50 unidades)
(New England Biolas, Beverly, MA) em um volume de 200ul a 37°C por 3 horas. Os
produtos desta reagdo, submetidos em seguida a precipitagio a frio, com etanol, foram
redissolvidos em 15ul de H,O, misturados a 10ul de tampdo da amostra e separados por
eletroforese a 80 V em gel de agarose 0.75% (Seaplaque, FMC Bioproducts, Rockland,
ME) em TBE (1x), contendo brometo de etideo (item 2.7). A eficiéncia da digestdo foi
avaliada pela detecgdo do fragmento de interesse por comparagdo com fragmentos de
tamanho conhecido, produtos da digestdo do DNA do fago A por Hind III (New England
BioLabs, Beverly, MA). A respectiva banda foi entdo recortada do gel sob exposigio a luz
UV, a agarose fundida como descrito acima (item 2.7.2) e o DNA extraido sucessivamente
com fenol, fenol-cloroférmio e cloroférmio, de acordo com as instrugdes do fabricante. Em
seguida, o material foi dissolvido em 12 pl de T},E; .

Para a marcagdo por "nick translation" , uma aliquota contendo ~150 ng foi
dissolvida em um volume final de 40ul, contendo tampdo da reagido (1x) , dNTPs, DNA
polimerase I (New England BioLabs, Beverly, MA), DNAse (New England BioLabs,
Beverly, MA) (item 2.2.7), 5ul de [a-32P]dCTP (DuPont NEN Products, Boston, MA) e
a mistura mantida a 12°C por 1 hora. Ao fim deste intervalo, o volume foi ajustado para
100ul com TgE; e o excesso de material radioativo, ndo incorporado, eliminado por
passagem em uma coluna de Sephadex G-50 sob centrifugagéo , utilizando-se o mesmo

procedimento descrito no caso da marcag@o de oligonucleotideos.

2.10.4 HibridizagZo e lavagem dos filtros
Para a hibridizagdo, 50-100ul da sonda apropriada, marcada

radioativamente, foram adicionados a solugio de hibridizagdo e a reagdo foi realizada em
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média por 15 horas a 42°C sob agitagio. No caso das sondas preparadas por "nick
translation", ap6s dissolugdo na solug¢do de hibridizagdo adequada, o DNA foi desnaturado
em 4gua em ebuligZo por 8 minutos, imediatamente transferido para um recipiente com gelo
e, entdo, adicionado aos filtros.

Ao término da reagdo, a solugdo de hibridizagdo foi retirada e os filtros
lavados duas vezes com SSC 2x SDS 0.1% por cinco minutos a temperatura ambiente . Na
segunda etapa de lavagem foi utilizada a mesma solugdo a 42°C por vinte minutos, sendo

este procedimento repetido por duas vezes .

A radioatividade foi avaliada com um contador Geiger manual e, quando
necessario, foi realizada uma terceira etapa de lavagem com SSC 0.5x, SDS 0.1% a 42°C

durante 20-30 minutos.

2.10.5 Exposigao dos filtros

Os filtros foram colocados em contato com uma chapa autoradiografica (X-
Omat-R, Eastman Kodak, Rochester, NY) com tela intensificadora e mantidos a -70°C por
um periodo inicial de 6-8 horas. O filme de raio-X foi entdo revelado automaticamente nas
condigdes especificadas pelo fabricante e, quando necessario, a exposi¢do foi repetida por

um periodo mais longo.
2.11 Eletroforese em gel de agarose

As eletroforeses em gel de agarose foram utilizadas com diferentes
objetivos: clonagem, acompanhamento da digestdo do vetor, avaliagdo da eficiéncia da
reagdo de ligagdo, andlise preliminar dos clones recombinantes e, no caso de algumas
amostras de material fixado embebido em parafina, para purificagio do fragmento de

interesse obtido a partir da reag@o de amplificagdo.
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2.11.1 Preparagdo do gel e eletroforese

As eletroforeses foram realizadas em agarose de baixo ponto de fusdo (Nu
Sieve, FMC Bioproducts, Rockland, ME ) a 1% em TEA ou em TBE. A agarose misturada
inicialmente ao tampdo foi fundida em forno de microondas em poténcia média e resfriada
até aproximadamente 60°C. Apds adigdio de duas gotas da solugdo de brometo de etidio,
a agarose foi cuidadosamente vertida em uma placa de acrilico devidamente vedada com
fita crepe e mantida na posi¢do horizontal. Em uma das extremidades, a uma distancia de
aproximadamente 2.0 cm da borda da placa foi colocado um pente acrilico (com doze
dentes) de 2.5 mm de espessura a uma altura de 1.5 mm acima da base acrilica.

Apbs a polimerizagdo do gel , o pente foi removido e o conjunto placa-gel colocado
em uma cuba para eletroforese horizontal submersa .

As amostras, dissolvidas no tampdo da amostra (item 2.2.6.; n° 2), foram
aplicadas nos pogo e submetidas inicialmente a uma corrente de 15 mM para entrada no
gel. Em seguida, o gel foi totalmente recoberto com tamp&o (TEA ou TBE) e a corrida foi
realizada a 80 V por aproximadamente 4 horas..

No caso a purificagdo de fragmentos amplificados, o gel foi tratado com uma
solugdo de brometo de etidio (item 2.2.5. ; n° 2) somente ap6s a eletroforese. A imersdo na
solugdo foi realizada por 5 minutos, sendo o gel lavado em seguida duas vezes com agua

destilada.

2.11.2 Purificagdo dos fragmentos de DNA em agarose
A banda de interesse foi recortada do gel sob radiagio UV e transferidas

para um tubo eppendorf limpo.

A fusio da agarose foi realizada mantendo-se o tubo a 67°C por 10
minutos em um bloco de temperatura regulavel . O volume foi estimado visualmente e

aumentado em 5x com T)E; previamente aquecido & mesma temperatura. A mistura foi
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homogeneizada e a amostra foi extraida da agarose inicialmente com fenol, seguido de
fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1 V/V) e, finalmente, com cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1 V/V), conforme instrugdes do fabricante. O DNA na fase aquosa foi
precipitado a frio com etanol, na presenga de 0.25 volumes de acetato de amonio 10M,
mantendo-se o tubo em gelo seco. O material foi entdo, submetido a centrifugagdo a 12000
rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado cuidadosamente com o auxilio de uma

pipeta Pasteur. O precipitado foi seco a vacuo e, em seguida, resuspendido em 6ul de T,E,

2.12 Sequenciamento

2.12.1 Preparagdo do material para sequenciamento

Os clones positivos obtidos pelo método de clonagem 1 (item 2.9), foram
coletados diretamente das placas com o auxilio de palitos esterilizados, usando-se como
referéncia para a localizagdo, além da cor, o padréo radioativo da autoradiografia e, entio,
transferidos individualmente para tubos contendo meio YT 2x ( 1.5 ml/tubo) com células de
E.coli da linhagem JM101. O crescimento foi realizado sob agitagdo (250 rpm) a 37°C por
5 horas ou durante a noite.

Este material foi transferido para tubos eppendorf e preparado para
sequenciamento de acordo com o protocolo descrito por SAMBROOK et al.(1988).

Apo6s centrifugagdo a 9.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi
transferido para tubos eppendorf limpos contendo 200ul de uma solugdo PEG 20% NaCl
2.5M. O material foi misturado e mantido a temperatura ambiente por 15 minutos. Uma
nova centrifugag@o foi realizada a 12 000 rpm por 5 minutos e o precipitado dissolvido em
100pl de TygEq (Tris-HCI pH 7.5 com EDTA 0.1M pH 8.0) . O material foi submetido a
extragdo com fenol e a fase aquosa precipitada em gelo seco com etanol a frio (1:2.5 V/V),
na presenga de acetato de sédio pH 5.5 na concentragdo final de 0.3M. O material

precipitado foi recuperado por centrifugagio e dissolvido em 30 ou 50ul de TpEg |,
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dependendo do periodo de crescimento utilizado: S horas ou durante a noite (15-16 horas),

respectivamente.

Os clones recombinantes obtidos conforme a metodologia descrita no item
2.10 foram coletados nas condigdes especificadas acima . O crescimento foi realizado em
meio liquido LB (2ml/tubo), contendo kanamicina (50ug/ml) durante a noite a 37°C . O
conteudo de cada tubo foi transferido para tubos eppendorf e submetidos a centrifugagdo a
12000 rpm por 5 minutos a 4°C. Apos remogio do sobrenadante, o precipitado obtido de
cada amostra foi resuspendido em 100ul de uma solugdo fria de glicose 50 mM EDTA
10mM pH 8.0 em Tris 75 mM pH 8.0, contendo lisozima Img/ml . As amostras foram
mantidas & temperatura ambiente por dois minutos e cada uma delas desnaturada pela
adicdo de 200ul de uma solugdo de NaOH 0.2N SDS 1% , sendo entdo mantidas a
temperatura ambiente por outros 2 minutos. Em seguida, apos a adigdo de 150ul da
seguinte solugdo: 60 ml de acetato de potassio SM, 11.5 m! de acido acético glacial, as
amostras foram mantidas em gelo por 5 minutos e centrifugadas a 12.000 rpm por 5
minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos limpos e submetidos a
extragdo por fenol-cloroformio. O DNA da fase aquosa, precipitado a temperatura
ambiente com isopropanol (1:1, v/v) e coletado por centrifugagdo a 12 000 rpm durante 5
minutos, foi lavado com uma gota de etanol 70% e seco a vacuo. A seguir, este material foi
dissolvido em 32pl de TyE, e submetido a digestdo enzimatica com RNAse (Sigma
Chemical, St.Louis, MO) (concentragio final de 20ug/ml) por 1 hora a 37°C, seguida de
nova extragio por fenol,(2x), cloroférmio e precipitagdo por etanol a frio nas condi¢des de

SAMBROOK e al.(1988) .

2.12.2 Reagdes
O método de sequenciamento utilizado foi o de SANGER et al(1977),
utilizando-se  Sequenase ™ (derivada da DNA polimerase do bacteriéfago T7) (USB

Corp., Cleveland OH) (TABOR & RICHARDSON, 1987), versio 2.0.
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2.12.2.1 Reagdo de pareamento

O pareamento entre o DNA (DNA fita simples ou DNA fita dupla
desnaturado) e o "primer" (M13 universal ou M13 reverso, USB, Cleveland, OH) foi
realizado individualmente (uma reagdo para cada amostra a ser sequenciada) na relagdo de
0.5-1.0 pmol da amostra para 0.5 pmol do "primer”, na presenca do tampdo de pareamento
1x (item 2.2.9, n° 4) em um volume final de 10ul .

Os tubos foram mantidos a 65°C por 2 minutos, resfriados a temperatura

ambiente por no minimo 30 minutos e transferidos, em seguida, para gelo.

21222 Reagdo de marcagdo

Apbs a reagdo anterior, a cada uma das amostras foram adicionados os
seguintes reagentes: 1pl desDTT 0.1 M, 2ul da mistura de nucleotideos (item 2.2.9: n° 6),
0.5ul (aproximadamente SuCi) de [0-3°S] dATP (DuPont NEN Products, Boston, MA) e
2ul (correspondente a 3 unidades) de uma diluigio 1:8 da enzima sequenase no tampao

apropriado (item 2.2.9; n° 5). As novas misturas foram incubadas por 2 minutos a 20°C .

21223 Reagdo de término

Para cada uma das amostras submetidas a reag@o acima foram preparados 4
tubos eppendorf, sem tampa, contendo respectivamente 2.5ul de cada mistura de término
com o dideoxinucleotideo apropriado (item 2.2.9; n° 6): "T", "C", "G" ¢ "A". Estes tubos
foram, em seguida, pré-incubados a 37°C .

Ao término do tempo de incubagdo da reagdo de marcagdo descrita acima,
uma aliquota de 3.5ul da mistura de reagdo foi transferida imediatamente para o tubo "T"
pré-aquecido a 37°C . O mesmo procedimento foi repetido para cada um dos outros 3
tubos ("C", "G" e "A"). Apds 2 minutos de incubagdo a 37°C, os tubos foram

imediatamente centrifugados por 30 segundos a 10 000 rpm e, apés adi¢do a cada um
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deles de 4ul da solugdo bloqueadora da reagdo (item 2.2.9; n° 5), os tubos foram

submetidos imediatamente a uma nova centrifugagio e, entdo, mantidos em gelo.

2.123 Eletroforese
As quatro reagdes de término, relativas a cada uma das amostras, foram
submetidas a eletroforese em gradiente de poliacrilamida com uréia, de acordo com

SAMBROOK et al.,1988 .

2.123.1 Montagem do gel

O gel foi montado entre duas placas de vidro (400x200 e 430x200 mm),
separadas por espagadores de plastico flexivel de 0.5 mm de espessura. A face interna da
placa recortada para o encaixe do pente (36 pogos) foi impermeabilizada com uma solugio
siliconizada antes da vedagdo do conjunto com fita crepe.

Em dois béquers diferentes, mantidos sob agitag@o, foram colocados 35 ml
da mistura A (0.5x TBE) e 7.0 ml da mistura B (2.5x TBE), respectivamente. Ao primeiro
foram adicionados 60ul de uma solugio de PSA a 20% e ao segundo 12ul da mesma
solugdo.. Em seguida, apds a adi¢do do mesmo volume de TEMED a cada uma das
misturas (60 e 12pul, respectivamente), e, utilizando-se uma pipeta de 15 ml, 4.0 ml da
mistura A foram rapidamente transferidos para o béquer com a solugio B. Todo o
conteido deste béquer foi imediatamente colocado entre as placas de vidro. Este
procedimento foi a seguir repetido cuidadosamente com o conteiddo do outro béquer
(solugdo A).

As placas de vidro foram posicionadas horizontalmente sobre a bancada e o
pente colocado no espago entre as placas, na fenda recortada na parte superior da menor

delas.
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2.123.2 Condigdes da eletroforese

Apbs a polimerizagdo, as placas foram colocadas verticalmente na cuba de
eletroforese e cobertas com uma pléca de aluminio. O recipiente superior da cuba foi
peenchido com TBE 0.5x e o inferior com TBE 1.0x . O pente foi entdo, cuidadosamente
retirado e os pogos lavados com o tampao da cuba.

As amostras foram aquecidas a 80-85°C por 5 minutos e volumes de 2-3ul
aplicados em cada pogo.

As corridas foram realizadas a 24 mA até que o corante da solugdo
bloqueadora adicionada & amostra atingisse a extremidade inferior do gel.

Ao fim da corrida, as placas de vidro foram separadas com o auxilio de dois
bisturis e o gel aderido & uma das placas foi transferido por contato para papel Whatman
3MM (Whatman Laboratory Products, Clifton, NJ), recoberto com filme transparente de

PVC e seco a temperatura de 80°C sob vacuo como descrito anteriormente (2.8.4).

21234 Autoradiografia

O gel seco foi colocado em contato com uma chapa autoradiografica (X-
Omat-R, Eastman Kodak, Rochester, NJ) sem tela intensificadora e mantido a temperatura
ambiente por aproximadamente 16 horas antes da revelagdo. A revelagio foi realizada em

maquina automatica, nas condigdes especificadas pelo fabricante do filme de raio-X.
2.13 Western blotting

2.13.1 Preparagdo das amostras

Foi utilizado material do paciente IV-13 (FAD 1), obtido a partir de cortes
de tecido cerebral (lobo frontal e temporal) fixado em formalina e embebido em parafina.
Estas amostras foram encaminhadas para a analise por Western blotting apés terem sido

submetidas a tratamento para a remogdo da parafina (CASTANO, comunicagdo pessoal).
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As amostras recebidas apds este tratamento prévio, foram dissolvidas em
acido formico 98% e, submetidas & sonicagdo (4x 30 seg) e centrifugagdo a 10 000 x g por
10 minutos. O sobrenadante foi seco sob atmosfera de nitrogénio e dissolvido diretamente
no tampdo de amostra para eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (item 2.2.12;

n° 7).

2.13.2 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS)

As eletroforeses em gel de poliacrilamida foram realizadas de acordo com
o método descontinuo de LAEMMLI (1970) em condigdes desnaturantes, na presenca de
SDS, utilizando-se o sistema Mini-Protean II da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA).

A mistura para o gel de separagdo foi preparada a 17% em Tris-HCl 0.375M
pH 8.8 SDS 0.1% em um volume final de 11.25 ml/gel. Apos a adigdo de 37.5ul de uma
solucio de PSA 10% e 7.5ul de TEMED, a mistura foi colocada entre duas placas de
vidro (102x72 e 102x82 mm), separadas por espagadores de 0.75 mm, de modo a se obter
um mini-gel de aproximadamente 70mm de altura. A superficie foi cuidadosamente
coberta com uma camada de aproximadamente 1 cm de butanol saturado com H,O. Apods a
polimerizagio, a camada de butanol-H,O foi descartada por inverséo, as superficie do gel
lavada com H,O desionizada ¢ o gel de separagdo coberto pela mistura do gel de
concentragio, preparada a 5% em Tris-HCl 0.125M pH 6.8 SDS 0.1% em um volume final
de 7.5 ml/gel, apds adigio de 38ul de PSA 10% e 3.8ul de TEMED. O pente para a
obtengio dos pogos foi inserido na solugdo do gel de concentrag@o.

Apos a polimerizagio do gel de concentragdo, o conjunto placas-gel foi
colocado na cuba eletroforética, contendo tampio de corrida 1x (item 2.2.12.1; n° 6).

A eletroforese foi realizada inicialmente a 80V até que as amostras
atingissem o limite de separagdo entre os dois géis. Em seguida, a corrida prosseguiu a
100V até que o azul de bromofenol do tampdo da amostra atingisse a extremidade inferior

do gel de separagao.
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2.13.3 Transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose

As proteinas separadas por eletroforese foram transferidas e imobilizadas em
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), de acordo com
TOWBIN et al.,1979.

A membrana foi inicialmente umedecida por capilaridade pelo contato com a
supeficie de 4gua desionizada, tendo sido a seguir, mantida submersa por 5 minutos. Apds
este tratamento prévio, a membrana foi merguthada no tampio de transferéncia (1x)(item
2.2.12.2) por 5 minutos.

Imediatamente apds a eletroforese, o gel foi colocado sobre um pedago de
papel de filtro Whatman 3MM (Whatman Laboratory Products, Clifton, NJ) recortado
exatamente do mesmo tamanho do gel e umedecido anteriormente com o tampdo de
transferéncia (1x). O gel foi entdo, recoberto com a membrana de nitrocelulose (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) recortada no mesmo tamanho e preparada como descrito
acima. Esta, por sua vez, foi coberta com outro pedago de papel de filtro.

Este conjunto foi transferido para o interior do suporte plastico apropriado
do equipamento utilizado e, em seguida, colocado em uma cuba acrilica, contendo tampao

CAPS 1x pH 11 com metanol 10%. A transferéncia foi realizada por 1 hora a 400 mA, sob

agitagao.

2.13.4 Bloqueio da membrana e reagdo com o anticorpo primario

Ao término da transferéncia, as membranas foram lavadas com TBS e,
entdo, mergulhadas em uma solug¢@o bloqueadora de leite em p6 desnatado a 5% em TBS
contendo Tween 20 a 0.05%, de modo a evitar a adsorgdo inespecifica na etapa seguinte. A
reacdo de bloqueio foi realizada sob agitagdo lenta por 3 horas & temperatura ambiente. Em
seguida, a solugdo bloqueadora foi descartada e as membranas lavadas trés vezes em

TBS/Tween 20 0.05%, sob agitagio, por cerca de 10 minutos cada vez.
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Apos as lavagens, cada membrana foi incubada durante a noite a 4°C com o
anticorpo diluido 1:500 em TBS Tween 20 0.05%. Uma delas foi incubada com anti-SP
28, anticorpo policlonal contra um peptideo sintético homoélogo aos primeiros 28
aminoacidos da B-amiléide (CASTANO et al,1986). A incubagdo da outra membrana foi
realizada com anti-PrP, anticorpo policlonal contra a proteina componente dos prions
(PRUSINER, 1992) (anticorpo gentilmente cedido pelo Dr. P. Brown). Ao fim do periodo

de incubagdo, as membranas foram lavadas nas mesmas condigGes acima.

2.13.5 Reag¢do imunoenzimatica

Anticorpos de cabra contra imunoglobulinas de coelho (Tago, Burlingame,
CA) e anticorpos de cavalo contra imunoglobulinas de camundongo, conjugados com
fosfatase alcalina (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA) foram utilizados como segundo
anticorpo para a detecgdo da eventual interagdo antigeno-anticorpo descrita acima. Estes
anticorpos foram utilizados na diluigdo de 1:3000 em uma incubagdo por 2 horas a
temperatura ambiente com agitagdo. As membranas foram a seguir, lavadas 3x com TBS
por 10 minutos a cada troca.

Para a visualizagdo do novo complexo imune, a reagdo enzimatica foi
realizada com 33ul de S-bromo-4 cloro-3-indolil fosfato (BCIP) e 16.5ul de tetrazolio
nitroblue (NBT)(Promega, Madison,W1.) em 5 ml de tampdo Tris-HC| 0.1M NaCl 0.1M
MgCl, 5 mM pH 9.5.

O desenvolvimento de cor foi observado cuidadosamente e, a reagdo

interrompida com TBS/EDTA 20mM. A membrana foi em seguida lavada em agua

desionizada.
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3. RESULTADOS



3.1 Isolamento do DNA

Foi obtido DNA a partir de tecido cerebral congelado, de amostras
provenientes de individuos normais e de material patoldgico, seja de casos de doenga de
Alzheimer ou de casos de hemorragia cerebral hereditdria com amiloidose do tipo
holandés (HCHWA-D). Nos casos de doenca de Alzheimer (TABELA 1II), as amostras
obtidas a partir deste tipo de tecido estdo relacionadas na TABELA III.

A dosagem da concentragdo de DNA das diferentes preparagdes com base
nos valores de absorbdncia a 260 nm (A260 , onde 1 unidade de absorbincia ¢é

equivalente a 50ug/ml de DNA de fita dupla, indicou um rendimento médio superior a

100ug/ml. A relagdo A em todas essas preparagdes apresentou valores entre

260/280
1.8 - 2.0 . O mesmo padrio foi observado para o material isolado a partir de linfécitos,
no caso de alguns dos individuos analisados na familia FAD 1 (TABELA III)(FIGURA
3).

No entanto, essas observagdes ndo se repetiram uniformemente para todas
as preparagOes obtidas a partir de tecido cerebral fixado embebido em parafina
(TABELA III).

Resultados semelhantes aos acima s foram observados no caso da
amostra 382 (FAD4). As dosagens das preparagdes originadas das amostras P (FAD7) e
260-II1 (FADS8) apresentaram valores iguais ou em torno de 50ug/ml. No caso das

preparagdes obtidas da amostra 260-III, a relagdo de absorbincia 260/280nm mostrou

valores albaixo de 1.8 .
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Estes ltimos resultados foram repetitivos, apesar da utilizagdo de dois
métodos diferentes para a extragdo do DNA dessas amostras (vide Material e Métodos) e
de cada procedimento ter sido repetido pelo menos trés vezes para cada amostra, em

preparagdes independentes.

3.2  Amplificacdo dos exons da APP

A amplificagdo dos diferentes exons da APP pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada, utilizando-se os "primers" ou iniciadores especificos,
conforme descrito em Material e Métodos e apresentado na TABELA IV,

Com excecdo do exon 15 (numeragao da APP695, correspondente ao exon
17 da APP;), cuja reagdo de pareamento foi realizada nas mesmas condig¢Oes descritas
por LEVY et al. (1990), as condigOes ideais para a rea¢do de pareamento para os demais
exons foram determinadas experimentalmente.

As condigOes finais de temperatura e duragdo desta reagdao do ciclo de
amplificagdo para cada um dos exons sio mostradas na TABELA V. Varia¢ées no
intervalo de tempo utilizado na reagdo de extensdo também estdo mostrados na mesma
tabela.

Aliquotas das reagdes de amplificagdo de cada um dos exons do gene da
APP foram preparadas, conforme descrito (item 2.6.2) e submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida.

O material amplificado por PCR nas condigdes descritas para o exon 14
(numeragdo tomada da APPgys , correspondente ao exon 16 da APP;7g), submetido a

eletroforese, foi analisado apds tratamento do gel com brometo de etidio.
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TABELA V

Condigdes utilizadas na amplifica¢do dos diferentesexons da BAPP

EXON Condigbes da Reacdo de Amplificagdo Niumero de
(APPggs) desnaturagio pareamento extensdo Ciclos
1 94°C ; 1 min. 70°C ; 2 min. 72°C ; 2 min. 25
2 94°C ; | min. 70°C; 2 min, 72°C , 2 min. 25
3 94°C ; 1 min. 65°C ; 1 min. 72°C ; 2 min. 25
4 94°C ; 1 min. 70°C ; 2 min. 72°C ; 2 min. 25
5 94°C ; 1 min. 56°C ; 2 min. 72°C ; 5 min. 25
6 94°C ; 1 min. 55°C ; 1 min. 72°C ; 2 min. 20
7 94°C ; 1 min. 56°C , 1 min. 72°C ; 2 min. 25
8 94°C ; 1 min. 42°C ; 2 min. 72°C ; 3 min. 25
9 94°C ; 1 min. 70°C ; 2 min. 72°C ; 3 min. 25
10 94°C ; 1 min. 55°C ; 1 min. 72°C ; 2 min. 20
i1 94°C ; 1 min. 55°C ; 1 min. 72°C ; 2 min. 25
12 94°C ; 1 min. 56°C ;'2 min. 72°C ; 3 min. 25
13 94°C ; 1 min. 55°C ; 1 min. 72°C ; 2 min. 20
14 94°C ; 1 min. 62°C ; 1 min. 72°C ; 2 min, 25
15 94°C ; 1 min. 55°C ; 1 min. 72°C ; 2 min. 30
16 94°C ; 1 min.  55°C; 1 min. 72°C ; 2 min. 25

As condigdes para a amplificagiio pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) dos diferentes exons foram
determinadas experimentalmente. A numeragio dos exons foi tomada da APPggs de acordo com KANG et
al., 1987 ¢ LEMAIRE ez al.,1989. A temperatura ¢ o tempo utilizados para cada uma das trés reagdes de um
ciclo completo de amplificagdio (desnaturagio, parcamento e extensdo) estio indicados. Na coluna a direita
estd indicado o nimero de repetigdes do ciclo de amplificagdo utilizado para cada exon, respectivamente. Os
dois exons que sdo expressos na isoforma APPqqg ¢ identificados como as inserg6es ou dominios KPI e
MRC-0X2 foram amplificados nas seguintes condigdes: desnaturagio a 94°C ; 1 min.; pareamento a 56°C;
2 minutos ¢ extensdo a 72°C ; 2 minutos.
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A inspecdo do gel por transiluminagdo em luz UV, revelou a presencga de
uma unica banda, correspondente a um tnico fragmento de 220 pares de base (FIGURA
4), conforme esperado (TABELA 1IV).

A andlise da amplificagdo do exon 15 (APPggs) por eletroforese em gel

de poliacrilamida foi realizada nas mesmas condigdes e € mostrada na FIGURA §. Um
tinico fragmento de 330 pares de base foi detectado para as diferentes amostras
analisadas, conforme esperado com base nos "primers" utilizados (TABELA IV).

A amplificagdo dos demais exons, realizada nas condigdes descritas na
TABELA V, a partir do DNA isolado de tecido cerebral ou de células sangiiineas do
individuos afetados (TABELA III) e dos individuos normais, permitiu a obtengio de um
tinico fragmento em cada caso, ou seja, para cada um dos exons, conforme a andlise
eletroforética do produto da reagdo (resultados ndo mostrados).

O material obtido a partir das amostras de tecido cerebral fixado
(TABELA III), quando submetido a PCR para a amplificacdo dos exons 15 e 16
(APP4gs), 0 primeiro comprometido com a codificacdo de parte da sequéncia da 8-
amildide (regido N-terminal) e o-segundo com o dominio da APP inserido na membrana
(englobando a regido C-terminal da B-amiléide (exons 17 e 18 na numeragéo da APP;4,
apresentou resultados variados.

Com excegdo da amostra 382, cujos resultados de amplificacdo desses
exons foram positivos € compardveis aos da amostras de DNA ndo fixado, como pode
ser observado na FIGURAS 5, por exemplo, a andlise eletroforética da mistura de
amplificagdo das demais amostras de material fixado e embebido em parafina, revelou
que as reagdes ou n3o apresentaram resultados positivos ou ndo apresentaram a mesma
eficiéncia. Como pardmetro de comparagdo foi utilizado o resultado de amplificagio dos
mesmos exons para a amostra 382 e para as demais amostras de DNA extraido de tecido
cerebral ou de células sangiiineas (TABELA III).

Esta observagio € ilustrada na FIGURA 6 para a reagdo de amplificacdo
do exon 16. Além da auséncia de produto de amplificagdo nas condi¢bes padronizadas

para esta reagido (TABELA 1V), a presenca de fragmentos de tamanho varidvel pode ser
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FIGURA 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida (8.4%) do exon 14 (APPgys), amplificado nas
condigbes mostradas na TABELA V. De cada uma das amostras de DNA foi obtido um tnico fragmento,
como evidenciado apés tratamento do gel com brometo de etidio (solugdo contendo 0.5ug/ml). Como
controle foi incluido material de individuos ndo afetados ( 10 e 11= controles normais ). Fragmentos (fita
dupla) de tamanho conhecido foram inclufdos como marcadores (M) (Bio Marker Low, Bioventures, Inc.)
e estdo indicados a direita. Os fragmentos amplificados do DNA obtido de casos familiares de doenga de
Alzheimer (FAD) de manifestagdo precoce correspondem aos nimeros de 1 a 8. Em (1) e (2), material
amplificado a partir do DNA de dois membros ( I1I-8 e IV-31) da familia argentina, FAD 1; em (3)
N.S. (FAD 2); em (4) 422 (FAD 5); em (5) CD, pertencente a familia FAD 6; em (6) e (7), individuo
382 e, em (8) BRI., representantes das famflias FAD 4 e FAD 3, respectivamente. Em (9), Paciente (D),
cuja patologia foi diagnosticada como hemorragia cerebral hereditdria com amiloidose, tipo holandés
(HCHWA-D).

(bp) = pares de base
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FIGURA S : Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida (8.4%) dos produtos da reagdo de
amplificagdo (PCR) do exon 15 (APPggs). Os fragmentos, detectados em UV por intercalagdo de brometo
de etidio, foram obtidos apds repetigdo por 30 vezes do ciclo de reagSes: desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, anelamento com os primers especificos (TABELA IV) a 55°C por 2 minutos e extensdo a 72°C
por 2 minutos. Como marcadores (M), foram incluidos fragmentos de fita dupla de tamanho conhecido
(em pares de base, bp) ( Bio Marker Low, Bioventures, Inc.). Em (10) e (11), individuos ndo afetados
(normais) e em (9) caso diagnosticado de amiloidose associada com hemorragia cerebral hereditdria do
tipo holandés (HCHWA-D), incluidos como controle . Em (1) e (3), material amplificado a partir do
DNA extraido do paciente III-8 da familia argentina, identificada como FAD 1. Em (2) e (4), amostras
BRI e 422, respectivamente. Os fragmentos obtidos a partir dos casos de FAD 2 ¢ FAD 6 estdo mostrados
em (5) e (6), correspondendo as amostras NS ¢ CD. Em (7) e (8) material de duas preparagbes diferentes
da amostra (382) de tecido cerebral fixado.
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FIGURA 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida (8.4%) dos produtos da reagio de ampliagdo do
exon 16 (APPggs). Os fragmentos obtidos a partir de DNA gendmico (1}Lg/reagao) de sangue periférico ou
cérebro congelado estio identificados como (1) 382; (2) I1I-8; (3) 422; (4) BRI e (5) controle (individuo
normal ndo afetado). Os nimeros (6) e (7) identificam duas amostras isoladas de tecido cerebral fixado,
embebido em parafina: 260-1II e P, respectivamente. A seta indica, no caso desta iltima amostra, a
presenca da banda correspondente ao fragmento esperado. Fragmentos de tamanho conhecido foram
incluidos como marcadores (M) (Bio Marker Bioventura, Inc.) e estdo indicados em pares de base (bp). A
letra C identifica o controle da reagdo de amplificagdo, com DNA ausente da mistura da reagéo.
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observada.

Esses fragmentos ndo correspondem aquele esperado, apresentando
tamanho menor, nio correspondente ao tamanho do exon em questdo, tomando-se como
referéncia o desenho dos primers utilizados e a sequéncia determinada por KANG et

al.,1987.

3.3  Triagem de mutagdes pontuais pela migracgio eletroforética das fitas simples

A presenga de mutagdes de ponto em cada um dos exons da APP foi
investigada, inicialmente, em fungio de alteragdes do padrdo de mobilidade eletroforética
das fitas simples, obtidas por desnaturacdo do fragmento correspondente, amplificado
por PCR, nas condigdes descritas no item 2.7.

O padrdo de migragdo eletroforética obtido para cada um dos exons, foi
comparado aquele observado para os individuos normais, utilizados como controle.

Variagdes neste padrdo de migragdo em relagdo aquele observado para os
controles sdo interpretadas como sendo um reflexo de diferengas na seqiiéncia de
nucleotideos nos exons analisados. Estas diferengas na sequéncia, quando presentes,
induzem uma mudanga na conformagdo das fitas simples destes fragmentos.  Esta
mudanga, por sua vez, é detectada pela alteracdo da mobilidade eletroforética dessas
fitas, em condig¢Oes nao desnaturantes ( ORITA et al.,1989).

A FIGURA 7 mostra os resultados da andlise desta possivel alteragdo na
seqiiéncia refletido na conformagdo das fitas simples (SSCP) para o exon 14 , realizada
para as diferentes amostras dos casos familiais e, para os controles nas condi¢des
descritas em Material e Métodos.

O produto da reagao de amplificagdo do exon em questdao foi desnaturado
(2.7.2) e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% em condigdes ndo
desnaturantes (2.7.3).

Na chapa autoradiogrdfica, além das bandas que correspondem as fitas

simples (FS), resultantes do processo de desnatura¢do , também podem ser observadas as
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FIGURA 7 : Autoradiografia da eletroforese em gel de poliacrilamida (6 %) (16h; 60W) do exon 14 da
APP (numeragio correspondente a APPgs). O padrio de migragdo eletroforética no filme de raio X foi

obtido pela amplificagio do fragmento na presenga de [Y-32P]JdCTP. As setas indicam as amostras nio
desnaturadas (fita dupla, FD) e as amostras desnaturadas (fita simples, FS). Em (1) e (4), material
amplificado a partir de DNA de individuo nio afetado (N = contrfle normal). Em (2) e (3), individuo
III-8. da familia FAD1. O padrio de migragdo observado em (5), (6), (7) e (8), corresponde as outras
familias analisadas, representadas aqui pelos individuos, 422; NS; BRI e 382, respectivamente.
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bandas que correspondem as fitas duplas (FD) (fragmento amplificado, ndo
desnaturado), indicando que a desnaturagdo das amostras ndo foi completa.

A mobilidade eletroforética das fitas simples do fragmento correspondente
ao exon 14 nos casos de Mal de Alzheimer de manifestagdo precoce pode ser comparada
aquela apresentada pelas fitas simples do DNA controle, incluido no mesmo gel.

Esta comparagio n3o mostra nenhuma diferenga entre o perfil
eletroforético dos individuos doentes e aquele dos individuos normais.

Os resultados da andlise do padrdo de migragdo eletroforética para o exon
16 podem ser vistos na FIGURA 8.

O padrdao de mobilidade das fitas simples (FS) das diferentes amostras
analisadas ndo apresentou alteragdo quando comparado aquele das fitas simples do
material amplificado a partir de DNA de individuos normais. =~ A mobilidade das fitas
duplas (FD) de amostras nao submetidas a desnaturagdo também pode ser observada para
as amostras analisadas. Na andlise foram também incluidos DNA normal, de um
individuo ndo doente, como controle (vide figura).

A andlise dos demais exons do gene responsdvel pela codificagao do
precursor da B-amiléide, realizada por SSCP a partir do DNA isolado de individuos
afetados pelo Mal de Alzheimer, ndo revelou nenhuma varia¢do na migracdo
eletroforética das fitas simples em relagdo ao padrao obtido para as amostras de DNA

isolado de individuos normais (resultados ndo mostrados).

3.4  Sequenciamento dos exons 14, 15 e 16 do gene da APP

Os clones positivos, obtidos a partir da amplificagdo do exon 14 do gene
da APP, realizada como descrito em Material e Métodos (2.5) e, detectados por
hibridizagdo, foram preparados nas condigdes descritas (2.12.1) e submetidos a

sequenciamento (SANGER et al.1977).
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FIGURA 8 Andlise do padrdo de migragdo do exon (16) (APPgs). Os fragmentos obtidos da reagao

de amplificagio na presenga de [y-*?P]dCTP foram submetidos diretamente a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6 % e sdo indicados como FD (fita dupla) em 1; 2 e de 9 — 12. As fitas simples (FS) foram
obtidas pela desnaturagdo das amostras antes da eletroforese. Em (1) e (5), DNA de individuo ndo afetado,
inclufdo como referéncia para comparagio. Em (2) e (3), material amplificado do individuo identificado
como I1I-8. Em (4) e (10) paciente IV-31. Ambos da familia identificada como FAD 1. Em (6) e (9),
material correspondente ao individuo BRI (FAD 5); em (7) e (11), amostra N.S. (FAD2) e, em (8) e (12)
paciente identificado como 422 (FADS).
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A autoradiografia do gel de sequenciamento do exon 14 pode ser vista na
FIGURA 9 para dois clones obtidos a partir do DNA isolado do paciente III-8 da
familia argentina, identificada como FAD 1.

Os dois clones, cujas seqiiéncias s3o mostradas, representam uma
amostragem do total de clones obtidos para este individuo (N=30) que tiveram suas
seqiiéncias determinadas. Esse total de clones analisados foram obtidos de trés reagdes
de amplificagdo (PCR) distintas.

A andlise dos clones com a sequéncia do exon 14 ndo revelou qualquer
alteracdo de bases em relagdo 2 seqiiéncia do mesmo exon em individuos normais, usada
como controle.  Nesta comparagdo com individuos normais foram utilizadas tanto
sequéncias determinadas por nds (cinco clones) como aquelas descritas na literatura
(KANG er al.,1987,GOATE et al.,1991).

Este mesmo exon foi analisado nos demais individuos das familias
estudadas. Para cada um deles foi obtido o mesmo niimero de clones recombinantes a
partir de trés reagdes de amplificagdo independentes. As sequéncias determinadas para
estes clones ndo revelaram qualquer alteragdo de bases nesta regido do gene da BAPP nos
individuos incluidos na presente investigagao.

Para completar a caracterizagdo da regido codificadora da B-amiléide, o
segundo exon envolvido na sua expressdo, exon 15 (numeragao tomado da APPgs) teve
sua seqiiéncia determinada a partir do material clonado como descrito em 2.8 € 2.9 .

A seqiiéncia de um dos clones obtidos do material do paciente III-8
(familia argentina, FAD 1) pode ser vista na foto da autoradiografia mostrada na

FIGURA 10 .

A andlise da seqiiéncia correspondente ao cédon 642 (c6don 717 APP;s)
neste paciente foi idéntica aquela observada em clones originados de DNA de individuos
normais, usados como referéncia para comparagdo. Esta observagdo se repetiu em todos
os demais clones obtidos para este individuo.

A andlise deste mesmo codon para os demais individuos estudados revelou

a sequéncia GTC, encontrada nos individuos ndo afetados pela doenga.
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FIGURA 9 Autoradiografia do gel de sequéncia do exon 14 do gene do precursor da B - amildide
(APPgos). Sdo mostradas parte das sequéncias de dois dos clones obtidos para o paciente III-8 da familia
FADI1. A seta a direita ( € ) indica o inicio da sequéncia codificadora da B - amiléide. Os dois codons
que o precedem estdo assinalados ( * ). As letras A, G, T e C indicam os didesoxinucleotideos utilizados
em cada uma das reagGes. As substituigdes de base descritas neste exon em casos de doenga de Alzheimer
de manifestagdo precoce, envolvem os dois cédons assinalados: AGA e TGG que codificam os aminoédcidos
lisina (LYS), e metionina (MET), respectivamente.
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De modo semelhante, a andlise do restante da sequéncia deste exon nos
pacientes acometidos por Mal de Alzheimer com antecedente familiar de manifestagdo
precoce, ndo revelou qualquer alteragdo em relagdo a sequéncia presente nos individuos
normais em nenhum dos clones (N=30 por amostra), obtidos de diferentes reagdes de
amplificagdo (N=3).

Isto inclui a posi¢cdo relacionada 2 mutagdo observada nos pacientes com
hemorragia hereditdria com amiloidose do tipo holandés (HCHWA-D) (LEVY et
al.,1990). A auséncia da substitui¢do de C por G, associada a esta patologia, pode ser
observada na sequéncia parcial do exon 15, mostrada na FIGURA 11.

A localizagdo intracelular da regido codificada pelo exon 16 na APPgy e
sua proximidade com a regido transmembrana, parte da B-amildide, nos levou a realizar
o sequenciamento desta regido do gene nos individuos estudados, complemetando a
andlise inicial por SSCP.

O sequénciamento do exon 16 nas seis familias, representadas pelos
individuos na III-8 e IV-31 na FAD 1; NS na FAD 2; BRI na FAD 3; 382 na FAD 4;
422 na FAD 5; e CD na FAD 6 n3o mostrou qualquer alteragio na sequéncia
nucleotidica em rela¢do aquela determinada para individuos normais. Também neste
caso, os clones analisados para cada paciente foram obtidos da repeti¢ao da reagdo de
amplificagdo por trés vezes, a partir de preparagdes diferentes para cada uma das
amostras. Parte da sequéncia obtida para um desses clones estd mostrada na FIGURA

12.

3.5  Waestern blotting

A andlise do "immunoblotting" das proteinas dos depdsitos amildides do
tecido cerebral do paciente IV-13, extraidas com 4cido férmico, mostrou a presenga de
uma banda imunoreativa com o anticorpo anti-SP28.

Com base nas proteinas utilizadas como marcadores de peso molecular,

inclufdas na separagdo por eletroforese e transferéncia, esta banda evidente apresenta
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uma massa molecular de 16 kD. Este resultado € consistente com o padrio de
polimerizagio da B/A4 observado em outros casos de Doenga de Alzheimer (CASTANO
et al.,1986).

Nio foi detectada reagdo positiva com o anti-PrP, conforme esquema
apresentado na FIGURA 13. A auséncia de rea¢do da amostra com soro de coelho pré-
imune, incluido como controle da reagdo imune, indica a especificidade do anticorpo
utilizado no reconhecimento deste epitopo da 8-amiléide.

A baixa recuperagdo dessa proteina, observada inclusive apds transferéncia
para membrana de PVDF, pode ser atribuida ao processo de fixagdo do tecido. Como
consequéncia, ndo foi possivel o microsequenciamento da regido amino-terminal desta
proteina dos depésitos amildides de um dos casos de Alzheimer familial de manifestagdo

precoce investigados no presente estudo.
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FIGURA 10

membro da familia FADI.
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Autoradiografia do gel de sequéncia de parte do exon 15 do gene da proteina precursora
da i - amiléide (APP,). Esta sequéncia foi determinada para um dos clones obtidos para o paciente I1I-8,
O c6don 642 (c6don 717 na APP;y) esta destacado na sequencia. Uma das
mutacdes de ponto descritas neste codon (FIGURA 1), com a correspondente alteragdo na sequéncia de
aminodcidos da proteina esta destacada no esquema ao lado.  As letras minusculas se referem a sequéncia
dos introns. O desenho dos primers utizados na reagdo de amplificagdo foi baseado na regido da sequéncia
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FIGURA 11 Sequéncia de parte do exon 15 da APPsss, obtida de material isolado do paciente III-8,
um dos individuos analisados da familia FAD1. Nesta sequéncia estd incluida a posi¢io da mutagdo
descrita neste exon (substitugio de C por G) em pacientes com hemorragia cerebral hereditdria com
amiloidose do tipo holandés (HCHWA-D) (LEVY et al.,1990). Esta mutagdo estd localizada dentro da
regido codificadora da 3 -amilide.
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FIGURA 12 Autoradiografia do gel de sequéncia de um dos clones do exon 16 (APPgys), obtido do

DNA isolado do paciente BRI (familia FAD3). Parte da sequéncia destacada representa a regido -terminal

do dominio intracelular do precursor da f-amiléide.
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FIGURA 13: Esquema da reagio imunoenzimdtica do Western blotting da protefna extraida dos
depé6sitos encontrados no tecido fixado do paciente IV-13 da familia FAD 1. Em (1): bandas
correspondentes a proteinas utilizadas como marcadores de peso molecular (peso molecular aparente em
kD). Em (2): uma banda de 16 kD, detectada pela reagdo com anti-SP28, utilizado como anticorpo
primdrio. Em (3): auséncia de imunoreagdo com soro pré-imune de coelho. Em (4): auséncia de reagio
com anti-PrP, utilizado como anticorpo primdrio.
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4. DISCUSSAO



Um grupo de doengas neurodegenerativas que engloba a Doenga de
Alzheimer, esporadica e familial, a hemorragia cerebral hereditaria do tipo holandés
(HCHWA-D), a angiopatia amiléide cerebral esporadica e a sidrome de Down , esta
relacionado com a deposigio cronica no parénquima cerebral e/ou paredes vasculares de
uma proteina de 39-42 residuos de aminoacidos, a B-amiléide (GLENNER et al.,1984; van
DUINEN ef al.,1987;CORIA et al.,1987,PRELLI et al.,1988). Essa subunidade proteica,
associada aos depositos amildides detectados nessas patologias, é o produto da degradag@o
de uma glicoproteina de membrana, a BAPP, amplamente distribuida nos diferentes tecidos
(KANG et al.,1987,WEIDMAN et al.,1989).

Nos ultimos 3-4 anos, o estudo, ao nivel genético, da HCHWA-D e da
doenga de Alzheimer familial de manifestagdo precoce, ndo s6 forneceu evidéncias
irrefutaveis do papel patogénico da BAPP nessas patologias, como sugeriu um possivel
papel patogénico para mutagdes presentes no gene desse precursor (LEVY et

al.,1991;HARDY et al.,1992;CLARK & GOATE,1993).

Das familias estudadas no presente trabalho, uma delas, argentina,
denominada FAD 1 (TABELA II e FIGURA 3), representa o "pedigree" melhor
caracterizado, incluindo 5 geragdes e mais de 110 individuos. Os dados clinicos disponiveis
fornecem evidéncias para um diagnéstico de Alzheimer familial de manifestagdo precoce
(CASTANO, comunicagdo pessoal). A idade média de manifesta¢do da doenga ¢ aos 38.9
anos de idade ( N=10), incluindo 3 confirmag3es patologicas (idade média de morte= 48.5
anos de idade;N=7). A duragdo média da doenga ¢ de 7.6 = 1.1 anos. Nos membros da
quarta geragdo, a idade média de manifestagdo da doenga ocorre aos 35 + 2.2 anos,

enquanto que nos membros da terceira, a média € iguala 41.5£2.1.
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O padrédo de transmissdo sugere heranga autossdmica dominante. A maior
parte dos membros da quarta gera¢iio ndo atingiu ainda a idade média de manifestagdo da
doenga, o que poderia explicar menos de 50% da incidéncia esperada. Por outro lado,
outros fatores que ndo a idade podem estar afetando a penetrancia neste "pedigree" (NEE et
al.,1987).

Entre as familias estudadas, a FAD 1 foi a Gnica cuja origem foi bem
analisada, sendo sua identidade étnica associada a indios sul-americanos nativos. Esta
particularidade representa uma caracteristica importante para a investigagdo de mutagdes no
gene da BAPP (GOATE ef al ,1991). No entanto, a ocorréncia de casamentos dentro de
outros grupos étnicos ou raciais em tempos mais remotos ndo pode ser excluida. Esta
observagdo se baseia no sobrenome e, também, na extensa colonizagdo espanhola daquele
pais, em particular, na regido noroeste, lugar de nascimento das trés primeiras geragdes
(CASTANO, comunicagio pessoal).

As demais familas incluidas nesta investigagdo estio representadas por um
Unico individuo e, apesar dos dados clinicos disponiveis € os antecedentes familiais
permitirem associar estes casos & forma hereditaria da doenga com manifestagdo precoce,
ndo foi possivel estabelecer um "pedigree" confiavel. Nenhuma particularidade em relagéo a
ascendéncia desses individuos foi anotada entre os dados desses pacientes (WISNIEWSKI,
comunicgio pessoal).

No caso de duas familias americanas, identificadas como FAD 4 e FAD 8
(individuo 382 e 260-III, respectivamente) e, da familia argentina, identificada como
FAD 7 (individuo P) (TABELA II), o material disponivel para a obtengdo de DNA era
constituido exclusivamente por blocos com cortes de tecido cerebral fixado e embebido em
parafina (TABELA III). Apesar disto ndo ter implicado dificuldades para as preparagdes
realizadas com o material proveniente do individuo 382 (FAD 4), o mesmo ndo ocorreu no
caso das preparagOes realizadas a partir dos blocos 260-III e P. A utilizagdo de dois
métodos diferentes (GOELZ et al,1985,ROGERS ef al,1990), incluindo nos
procedimentos, entre outras modificagdes, tratamento prévio com solvente organico, maior
tempo de incubagdo com proteinase K, e, extragdo com fenol-cloroférmio, ndo acarretou

alteragdo dos resultados negativos obtidos para essas duas amostras.
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Este tipo de dificuldade pode ocorrer com material fixado, onde as condigBes
da reagdo de fixagdo, particularmente o tempo entre a remogéo cirurgica do tecido e sua
fixagdo, o tipo de fixador utilizado, o uso ou ndo de formalina tamponada e o tempo da
reagdo, parecem ser criticas para a extragdo posterior e obtengdo de boas preparagdes de
DNA (GOELZ et al.,1985,DUBEAU et al.,1986,ROGERS ef al.1990). A integridade do
DNA ou, em outras palavras, a extensio de modificagdes ou "crosslinking” que a molécula
pode sofrer parece estreitamente associada a esses fatores.

A degradag@o da molécula de DNA tem sido frequentemente observada em
amostras armazenadas por longos periodos na forma de blocos de parafina ou em condigdes
desfavoraveis ou, ainda, fixadas de modo ndo apropriado (WRIGHT & MANOS,1990).
Apesar desta observagdo ndo ser relevante no caso da utilizagdo do material extraido para
PCR, onde, diferentemente da analise por Southern blot, DNA de alto peso molecular nio é
necessario, o procedimento usado na fixagdo dos tecidos pode reduzir a eficiéncia da
amplificagdo (WRIGHT & MANOS,1990) ou, ainda, causar a inibigdo da reagdo NUOVO
et al.,1990).

.....

tratamento da amostra (vide Material e Métodos), extragdo com fenol-cloroformio e
precipitagdo com etanol, apds a digestdo com protease K, ndo se mostrou eficiente no caso
das amostras mencionadas.

Dado que a quantidade de DNA (concentragdo 6tima) para uma reagdo de
amplificagdo € determinada por diferentes fatores e pode ser especifica para cada amostra e,
que, no caso de amostras fixadas, a quantidade deste no sobrenadante pode ser afetada por
tragos residuais do fixador, excesso de fragmentos de tecido, etc., véarias concentragdes da
amostra foram testadas em diferentes reagdes de amplificagdo. No entanto, isso foi feito
sem que qualquer diferenga fosse detectada. Como ja observado por outros autores, com
diferentes materiais, a amplificagdo de preparagdes de tecido fixado e embebido em parafina
¢é menos eficiente que amplificagdes realizada a partir de outros tipos de moldes, como DNA
purificado ou extraido de material fresco ou tecido congelado, algumas modificagdes na
mistura da rea¢do foram realizadas, com o objetivo de compensar a eficiéncia reduzida da

amplificagdo: concentragdo dos "primers" concentragio da polimerase.  Apesar desses
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fatores nio terem mostrado nenhum efeito na amplificagio das amostras mencionadas, isto
nem sempre € o caso, particularmente para seqiiéncias d¢ DNA que apresentam quantidade
consideravel de estrutura secundaria, por exemplo (ROGERS et al.,1990). Pardmetros, do
ciclo também foram alterados: aumento do nimero de ciclos (40 ciclos) e aumento do
tempo de cada uma das suas etapas (aumentos de 30 seg. a 1 min.). O aumento no niumero
de ciclos de amplificagdo e o aumento dos intervalos de pareamento e extensdo no caso
dessas amostras, nio resultou em reagdo positiva, mas, em alguns casos, foi detectada a
presenga de produtos ndo especificos , além daquele esperado (FIGURA 6).. Tais
produtos, eram visiveis com brometo de etidio e se mostraram freqiientemente, menores
que o produto especifico. Resultados semelhantes com o uso de DNA molde proveniente
de material fixado e embebido em parafina foram observados por outros autores (WRIGHT
& MANOS,1990). Essas observagdes levaram a exclusdo das familias FAD 7 e FAD 8 da
presente investigagdo, uma vez que mesmo em caso de reagdo positiva, a presenga de outros
fragmentos nio especificos e variabilidade nos resultados obtidos a partir de diferentes
preparagdes dessas amostras prejudicariam, particularmente, a anélise por SSCP.

As condi¢des padronizadas para a amplificagdo dos diferentes exons da APP
a partir do material isolado das demais familias(TABELA III) mostraram-se eficientes, uma
vez que somente um Unico fragmento do tamanho teoricamente esperado (TABELA IV) foi
detectado pela analise eletroforética do material submetido a amplificag@o.

O material obtido da amostra 382 (FAD 4), de tecido fixado, apresentou um
comportamento tio eficiente quanto as demais amostras obtidas de linfocitos ou de cerébro
congelado e constitui uma excegdo entre as amostras disponiveis em bloco de parafina. Esta
observagio corrobora a heterogeneidade exibida por preparagdes provenientes de tecido
fixado, conforme observado por diferentes autores e discutido acima. No caso do exon 14,
a detecgdo de outras bandas, além de esperada na reagdo de amplificagdo na presenga de
material radiativo, foi a tnica excegdio observada para essa amostra e, este problema foi
contornado com a purificagio do fragmento desejado por eletroforese em agarose, antes da
clonagem.

Do ponto de vista clinico, na FAD 1, a associagdo do carater hereditario da

patologia, os sinzis de envolvimento do cerebelo (CASTANO, comunicagdo pessoal) e a
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manifestagio precoce da deméncia, levantou a possibilidade de um diagnéstico diferencial
de Sindrome de Gerstmann-Straussler (GSS). Além disso, uma variante deste tipo de
deméncia ja foi erroneamente diagnosticada como Doenga de Alzheimer, com base em
dados clinicos e patolégicos (NOCHLIN et al.,1989).

A reagdo imune especifica, detectada por Western blotting, do material
extraido dos depositos amildides do paciente IV-13 com anticorpo policlonal contra a B-
amiloide (residuos 1->28;anti-SP28) e, a auséncia de reatividade com anticorpo policlonal
anti-PrP, corroboram o diagnostico de Alzheimer Familial neste caso.

Este resultado poderia ser ainda complementado com a utilizagdo de outro
anticorpo primario, como o 4G8, anticorpo monoclonal contra um peptideo sintético,
homoélogo a seqiiéncia dos residuos 1724 da B-amiléide (WISNIEWSKI et al.,1990).
Outra possibilidade inclui, ainda, a realizagdo de uma eletroforese em gel de poliacrilamida -
tricina-SDS (SCHAGGER & von JAGOW) a 16 % , sistema que permite uma boa
resolucdo de proteinas pequenas, especialmente na faixa entre 5 e 20 kD. Deste modo, a
detecgdo por immunoblotting de reagdo positiva com o mesmo anticorpo anti-SP-28 |
poderia revelar a presenga de outras bandas. Estas bandas seriam conseqiiéncia de outras
formas de agregagdo, normalmente encontradas entre os polimeros da B/A4, como uma
banda de 8 kD, por exemplo (CASTANO et al.,1986).

A seqiiéncia da (/A4 das placas senis ndo pode ser obtida, devido a baixa
recuperagdo das proteinas extraidas dos blocos do paciente 1V-13. Este dado, seria
relevante, uma vez que a seqiéncia da /A4 de casos de doenga de Alzheimer familial ndo
foi determinada. A sequéncia da /A4 de casos esporadicos de doenga de Alzheimer
mostrou heterogeneidade amino e carboxi-terminal. Enquanto a vascular apresenta 39/40
residuos, a presente na placa senil apresenta, predominantemente, uma seqiiéncia de 42/43
residuos de aminoacidos (WISNIEWSKI & FRANGIONE,1992). A determinagdo da
sequéncia a partir de material de casos de manifestagdo precoce com antecedente familiar,
seria importante ndo s6 para comparagdo com aquela determinada em casos esporadicos,
mas também com outros casos com o mesmo diagnostico. A razdo deste interesse € que
poder-se-ia comparar seqiiéncias originadas de genes com e sem mutagdes, uma vez que um

papel patogénico foi sugerido para mutagdes encontradas em alguns casos de doenga de
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Alzheimer familial, como a descrita no codon 717 da APP;y , valina é substituida por
isoleucina, fenilalanina ou glicina (HARDY et al.,1992).

Apesar de nio ser conhecido um possivel mecanismo através do qual essas
mutagdes causem o fendtipo patoldgico da deposigio precoce e acelerada da /A4 nos

casos familiais de manifestagdo precoce, foi demonstrado que células humanas em cultura,

transfectadas com DNA que codifica a BAPPgos com a mutagdo dupla descrita em uma
familia sueca (MULLAN ef al.,1992) e, que afeta dois aminoéacidos vizinhos a regido amino
terminal da B/A4 ( posigdes 595 e 596 da BAPPgsgs, ou 670 e 671 na fAPP779), produzem 6

a 8 vezes mais /A4 que células que expressam a BAPP normal (CITRON ef al.,1992).
Mutagdes também poderiam eventualmente estar associadas a algumas manifestagdes
clinicas observadas em casos de Alzheimer familial de manifestagdo precoce. Apesar de ndo
se distinguir, do ponto de vista fenotipico, esses casos daqueles considerados esporadicos,
disturbios de linguagem e envolvimento do cerebelo podem ser caracteristicas proeminentes
no primeiro grupo (HESTON et al.,1981). Além disso, a mutagdo da BAPP associada a
variante holandesa da HCHWA que ocorre no residuo 22 da /A4 (LEVY et al,,1990),
aumenta o potencial amiloidogéﬁico do fragmento, o que se revela em uma tendéncia maior
de formar fibrilas (WISNIEWSKI & FRANGIONE,1992).

A procura de alteragdes no gene do precursor da -amildide, na forma de
mutagdes de ponto, foi conduzida, inicialmente, pela anélise de mudangas no padrao de
migragdo de fitas simples (SSCP,;ORITA et al.,1989), obtidas a partir da desnatura¢do dos
diferentes exons amplificados. Esta técnica tem sido empregada também para a detecgio de
mutagdes de ponto em diferentes patologias (LABRUNE et al,1991;SAEKI et
al.,1991;BAUER-HOFMAN et al.,1992;CALABRO et al.,1993).

O padrio observado na migragdo eletroforética das fitas simples foi
comparado com aquele obtido para individuos normais € com hemorragia cerebral
hereditaria com amiloidose , do tipo holandés (HCHWA-D). Além do controle normal, a
inclusdo dos exons amplificados a partir de DNA isolado de paciente com HCHWA-D é

uma boa referéncia, uma vez que os 18 exons que codificam a isoforma APP77o foram
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sequenciados, e, com exce¢do da mutagdo encontrada no exon 17 (LEVY et al.,1990),
nenhuma outra alteragao foi detectada (VIDAL et al.,1991).

Um outro controle que poderia ter sido incluido na analise seria material
amplificado a partir de DNA de macacos. Esta sugestdo se baseia no fato de que
representantes desse grupo de animais, particularmente no género Macaca sp., foi
demonstrada uma correlagdo entre idade ou envelhecimento e a presenga de depdsitos
amildides na forma de placas senis no parénquima cerebral e nas paredes de alguns vasos
(MARTIN et al.,1991). Esses depositos sdo reconhecidos por anticorpos contra parte da
seqiéncia da B-amiléide humana. Esta homologia, refletida em identidade antigénica, foi
corroborada pela clonagem e sequenciamento de um cDNA que codifica a BAPP de
M fascicularis (PODLISNY et al.,1991). Apesar da total homologia com a isoforma

APPgos = a detecgdo de quatro substituigdes na isoforma 770 torna este material um bom

controle para a padronizagdo da técnica no caso do exon 7 e 8, em investigagdes futuras.
Neste caso, a adequagio dos "primers" deveria ser investigada.

Apesar de ndo ter sido detectada a presen¢a de mutagdes de ponto nos
diferentes exons do gene da BAPP nas familias analisadas, conforme indicado pelos
resultados de SSCP, essa investigagio foi, no caso dos exons 16, 17 e 18 , ampliada através
de clonagem e seqiienciamento.

A escolha dos exons 16 e 17 se baseia no fato de que sdo eles os responsaveis
pela codificagdo da subunidade B-amildide encontrada nas placas senis € nos vasos cerebrais
dos individuos afetados pela patologia. Além disso, a importancia de se confirmar a
auséncia de alteragdes na seqiiéncia desses fragmentos encontra respaldo na observagio de
que, até o momento, as mutagdes encontradas neste gene foram descritas nesses dois exons.
Parte dessas mutagdes de ponto no gene da BAPP tem como conseqiiéncia substitui¢des de
aminoacidos localizadas proximas a extremidade N e C-terminal da seqiéncia da 3/A4 ou no
interior da mesma (vide FIGURA 1). A localizagdo de tais alteragdes na seqiiéncia da
proteina pode ser crucial para o processo de clivagem proteolitica do precursor.
Modificagdes nesse processamento poderiam ser conseqiiéncia de alteragdes em posigdes
criticas para o sitio de agdo das enzimas proteoliticas, levando a formagdo da subunidade

amil6ide (SISODIA,1992). Essas mutagdes poderiam, por outro lado, conferir um potencial
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amiloidogénico maior ao produto desta clivagem (LEVY & FRANGIONE, 1991, JARRET
et al.,1992). Isto pode levar a idéia de um papel amiloidogénico para estas mutagdes;
hipétese elaborada por GOATE et al,1991 a partir da descrigdo da primeira mutagio
associada a doenga de Alzheimer familial de manifestagdo precoce e demonstragdo de que
nfo se tratava de um polimorfismo presente na populagao.

Frente a essas consideragdes, a clonagem e o sequenciamento do exon 18 foi
também realizada, em fungdo deste exon codificar o dominio citoplasmatico da BAPP. Além

de alteragles na estrutura do dominio transmembrana da APP, alteragdes na seqiiéncia

desta porgdo intracelular da molécula, proxima da posicdo 717 (posigdo 642 na APPgys),
poderiam contribuir também para a formagdo do fragmento amildide. Além do mais, a
seqiiéncia deste exon ndo tem sido incluida nas analises do gene da BAPP, realizadas em
casos familiais da doenga.

A auséncia de mutagdes de ponto nesses exons foi confirmada pelos dados de
seqiiéncia, através da comparagdo com seqiiéncias obtidas de individuos normais.

Recentemente, varios trabalhos mostraram que mutagdes no gene que
codifica a BAPP, localizado no eromossomo 21, parecem ser a causa ou podem estar
associadas a patologia em pelo menos um pequeno grupo de casos de doenga de Alzheimer
familial de manifestagdio precoce, independentemente do grupo étnico (HARDY et
al. 1992;CLARK & GOATE,1993).

Apesar disso, mutagdes no gene da BAPP parecem ser responsaveis por
somente uma pequena proporgio dos casos de Alzheimer familial de manifestagio precoce,
conforme sugerido por SCHELLENBERG et al.(1991); CRAWFORD et al.(1991) e, mais
recentemente por LANNFELT et al.,1993.

De qualquer modo, os trabalhos realizados até o momento, tém tido como
alvo de investigagdo somente os exons 16 e 17. Isto, restringe, a nosso ver, uma analise
mais ampla da ocorréncia e freqliéncia de alteragdes neste gene, bem como a avaliagdo de
uma efetiva contribuigdo das mesmas para a manifestagdo da patologia. Um dos raros
trabalhos que envolveu uma analise completa, mostrou a presenga de uma mutag@o no exon

4, considerada, no entanto, nio patogénica (VARELA ef al.,1992).
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Além dos exons propriamente ditos, a analise do restante da estrutura do
gene, incluido aqui os introns e a regido promotora poderia ser considerada para completar
este quadro. Raciocinio analogo foi feito no caso de pacientes com HCHWA-D, onde foi
descrita a primeira mutag@o no gene da APP, no exon 17. A seqiiéncia completa deste gene
nesses pacientes, no entanto, indicam que a alteragdo de guanina por citosina parece ser a
unica alteragdo presente, uma vez que as poucas alteragdes detectadas na seqiiéncia dos
introns 6, 9 e 13 (APPgos5) foram também encontradas no DNA gendmico de individuos

normais e de individuos afetados pelo Mal de Alzheimer (VIDAL et al.,1993).

O papel patogénico das mutagdes nesse tipo de manifestagdo familial da
doenga se contraple a possiveis interagdes com outros fatores de risco, como fatores
ambientais, por exemplo.

Além do mais, deve ser lembrado que a doenga de Alzheimer familial se
mostra geneticamente heterogénea, podendo envolver Joci adicionais no proprio
cromossomo 21, bem como outros autossomos (van BROECKOVEN et al 1987,St
GEORGE-HYSLOP et al 1990,SCHELLENBERG et al,1992,HARDY &
DUFF,1993;CLARK & GOATE,1993).

Estas observagdes sdo refletidas , por exemplo, no conceito da importancia
da participagdo dos "chaperones" no processo amiloidogénico (WISNIEWSKI &
FRANGIONE, 1992), respaldado, recentemente, nos resultados de estudos em casos de
recorréncia familial de manifestagdo tardia (SCHMECHEL ef al.,1993).

Além dos fatores discutidos acima, evidéncias recentes tém indicado que
instabilidades ou uma variedade de anormalidades cromoss&micas parecem estar associadas
a doenga de Alzheimer, podendo comprometer a integridade do DNA nos neurdnios e
células relacionadas. Um indicativo de uma maior fragilidade no cromossomo X, em casos
familiais de doenga de Alzheimer, foi obtido, por exemplo, nos estudos de ETTINGER et al.
(1994) em células em cultura.

A caracterizag@o de defeitos genéticos em outras familias com deméncia de
manifestagdo precoce e neuropatologia classica da doenga de Alzheimer, em particular como

a FAD 1 apresentada no presente trabalho, pode contribuir para estabelecer
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inequivocamente a freqiiéncia das mutagdes ja descritas, bem como a identificagdo de
outras proteinas que poderiam participar no processamento amiloidogénico da BAPP

O conjunto de evidéncias resultante deste esforgo poderia eventualmente
contribuir para o entendimento dos eventos moleculares envolvidos na etiologia da doenga

de Alzheimer, abrindo novas perspectivas para tratamento e diagnostico precoce.
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5. RESUMO



A Doenga ou Mal de Alzheimer, uma doenga fortemente associada com o
envelhecimento, tem como caracteristica a diminuigdo das habilidades linguisticas e motoras,
a perda da memoria e a alteragdo de comportamento. Esses sintomas sdo, frequentemente,
acompanhados por um quadro de deméncia.

A principal caracteristica neuropatologica da doenga € a deposi¢do anormal,
no cérebro, de uma proteina denominada B-amildide.  Esta proteina € produto da
degradagio de uma proteina precursora, muito maior, denominada de proteina precursora da
beta-amildide, BAPP.

O gene responsavel pela codificagdo da proteina precursora da B-amiléide,
localizado no cromossomo 21, foi estudado em individuos afetados pelo Mal de Alzheimer
que apresentavam antecedente familial de manifestagdo precoce, com o objetivo de detectar
possiveis mutagdes e confirmar uma possivel correlagdo de mutagdes com esta forma de
manifestacdo da doenga.

Além dos membros de seis familias afetadas, individuos normais e individuos
portadores de hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose do tipo holandés (HCHWA-
D) foram incluidos no presente estudo.

Os exons do gene da BAPP foram amplificados pela reagio em cadeia de
polimerase (PCR) a partir de DNA extraido ou de tecido cerebral congelado, ou de
linfécitos de sangue periférico, ou ainda de tecido fixado embebido em parafina. Os
"primers" utilizados na reagdo foram sintetizados com base na sequéncia dos introns que
delimitam cada um dos exons do gene da BAPP. As condigdes de amplificagdo foram
determinadas de modo a se obter uma Unica banda em gel de poliacrilamida.

Como indicador da ocorréncia ou ndo de possiveis mutagdes de ponto nos 18
exons do gene que codifica a BAPP (numeragdo tomada da isoforma APP77), o padrdo de
migragdo eletroforética das fitas simples, obtidas da desnaturagdo dos segmentos
amplificados na presenga de [*%-P]dCTP, foi analisado. O padrio da migragdao

eletrofcrética destes exons, obtido para as diferentes amostras estudadas, quando
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comparado aquete observado para individuos normais nfo indicou a presenga de alteragdes
que pudessem ser interpretadas como variagGes na sequéncia de bases dos diferentes exons
do gene da B-APP .

Como a expressdo dos exons 16 e 17 (numeragdo da APP4+) esta relacionada
aos depositos amildides cerebrais caracteristicos da doenga, estes exons foram clonados e
sequenciados. Os resultados do sequenciamento corroboraram a analise comparativa do
padrio de migragdo eletroforética, uma vez que n3o revelaram qualquer alteragio na
sequéncia de nucleotideos em comparagdo com os individuos normais. O mesmo foi
observado em relagdo a sequéncia do exon 18 que codifica a regido transmembrana da APP.

Os resultados apresentados indicam que as familias estudadas pertencem ao
grupo de familias que nio apresentam alteragdes no gene da B-APP .

Estes resultados ddo suporte ao conceito de que mutagdes sdo responsaveis
por somente uma pequena parcela dos casos hereditarios do Mal de Alzheimer de
manifestagdo precoce. Conseqlientemente, a hipdtese de que outros fatores contribuam para
a manifestagdo desta forma da doenga e de que esses casos possam apresentar uma etiologia

heterogénea deve ser considerada.
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6. ABSTRACT



Alzheimer's disease (AD), a disease strongly associated with aging, is
characterised by impairments in language, memory and behaviour and can be associated with
progressive dementia.

Typical neuropathology of AD comprises the abnormal deposition of B-
amyloid peptide (AB) in the brain. Ap is a degradation product of a large precursor protein,
BAPP .

The gene located on chromossome 21 encoding the B-amyloid precursor
protein was studied in patients whose available clinical data supported the diagnosis of early
onset Familial Alzheimer's Disease (FAD).

The exons of the BAPP gene were amplified by the polymerase chain reaction
(PCR) from DNA extracted from frozen brain, blood cells or fixed paraffin-embedded tissue
using olygonucleotide primers designed according to the intronal sequences flanking each
exon. The amplification conditions for each pair of primers were established in order to
obtain a single band in polyacrylamide gels.

Search for abnormality in the BAPP gene was conducted using single-strand
conformation polymorphism analysis (SSCP) of the different exons. The electrophoretic
separation of denatured DNA amplified fragments was compared to DNA from normal
controls as well as to DNA isolated from patients with Hereditary Cerebral Hemorrhage
with Amyloidosis, Dutch type (HCHWA-D), the latter displaying a single mutation in exon
17 (numbering from the precursor protein isoform BAPP77).

No abnormalities were observed in any of the 18 exons of the BAPP gene
from the FAD patients studied as indicated by SSCP analysis.

Since point mutations in the BAPP gene reported so far have been located
within exons 16 and 17 that encode the B-amyloid subunit seen in Alzheimer's Disease,

cloning and sequencing of these two exons were performed to confirm the absence of
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mutations in these fragments. No differences were observed when these sequences were

compared to normal controls.

Moreover, no abnormalities were detected after sequencing exon 18 in the
FAD patients included in the present study.

The results presented here indicate that these kindreds belong to the group of
FAD families without abnormality in the BAPP gene.

These findings strengthen both the concept that mutations account for only a
small proportion of early-onset FAD and the existence of other factors related to the

manifestation of this form of the disease.
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