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A Verdade Dividida

“A Porta da verdade estava aberta
mas s deixava passar
meia pessoa de cada vez.

Assim nio era posstvel atingir toda a verdade,
porque a meiq pessoa que entrava

s6 conseguia o perfil de meia verdade.

E sua sequnda metade

voltava igualmente com meio perfil

E os meios perfis ndo coincidiam.

Arrebentaram a porta. Derrubaram a porta.
Chegaram ao (ugar (uminoso

onde a verdade esplendia os seus fogos.

Era dividida em duas metades

diferentes uma da outra.

Chegou-se a discutir qual a metade mais bela.
Nenfuma das duas era perfeitamente bela.

E era preciso optar. Cada um optou

conforme seu capricho, sua ilusdo, sua miopia.”

Carlos Drummond de Andrade
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Resumo

As bases moleculares para a doenga de Alzheimer permanecem em grande
parte desconhecidas, mas o depdsito de amildide em &reas especificas do
cérebro é considerado como de importancia na patogénese da doenca. A
proteina depositada é um produto de clivagem proteolitica de uma proteina
precursora maior, a proteina precursora de amildide (APP). Em um pequeno
éub-grupo de pacientes com doencga de Alzheimer, forma familiar, mutagdes de
células germinativas nos exons 16 e 17 do gene APP foram demonstradas, e
pelo menos uma dessas muta¢des foi demonstrada como responsavel pelo
fendtipo de doencga de Alzheimer histolégica em roedores transgénicos. Nossa
hipétese foi de que em alguns casos de doenca de Alzheimer, forma esporadica,
uma mutacdo somatica no gene APP em uma célula embrieogénica
comprometida com o desenvolvimento neuronal, poderia resultar no fenétipo
da doenca de Alzheimer. Um precedente para um padrao mosaico de mutagoes
somaticas foi demonstrado no gene Gs Alpha em tecidos afetados de pacientes
com a sindrome de McCune-Albright. Além disso, mutagdes de células
germinativas tém sido encontradas em casos de cancer, forma familiar,
similarmente a ocorréncia de mutacées somaticas em tumores de casos
esporadicos. Usando as técnicas de reagcdo de cadeia da polimerase (PCR) e
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) complémentadas pelo
- sequenciamento direto do DNA dos produtos de PCR, nds analisamos os exons
16 e 17 do gene APP em 99 tecidos cerebrais de pacientes com diagnéstico
anatomo-patolégico comprovado de doenca de Alzheimer. Como controle
positivo, nés usamos uma amostra de DNA de uma familia sueca portadora de
uma dupla mutagdo de ceélulas germinativas no exon 16 (codon 670/671).
Nenhuma migragdo anormal foi demonstrada em nenhuma das amostras em
nenhum dos exons, ao passo que a mutagao conhecida foi facilmente detectada
por uma banda de migracdo anormal. A analise de sequencimento dos exons 16
e17 das amostras nao revelaram nenhuma alteracdo de sequéncia. A

genotipagem dos alelos da apolipoproteina E nesses cérebros foi E3 - 73.9%, E4

0



-22.4% e E2 - 3%, um resultado inesperado baseado em alguns (mas nao todos)
estudos mostrando uma forte associagcao entre a forma esporadica da doenca
de Alzheimer e o alelo E4.

Nés concluimos que as mutagdes nas regides do gene APP que codificam
para o depésito de amildide no cérebro ndo se manifestam como mutacoes
somaéticas e que outros mecanismos levando ao depdsito de amildide, devam
estar vigorando.



Abstract

The molecular basis for sporadic Alzheimer’s disease remains largely
unknown, but amyloid deposition in specific brain areas is thought to play a role
in disease pathogenesis. The deposited protein is the proteolytic cleavage
product of a large precursor protein- Amyloid Precursor Protein (APP). In a small
subset of familial Alzheimer’s disease patients, germline mutations in exons 16
and 17 of the APP gene were demonstrated, and at least one such mutation was
shown to be responsible for histological Alzheimer's disease phenotype in
transgenic mice. We hypothesized that in some cases of sporadic Alzheimer’s
disease, a somatic mutation in an embryonic cell committed to neuronal
development within the APP gene may result in Alzheimer’s disease phenotype.
A precedent for a somatic, mosaic pattern of mutation has been demonstrated
within the Gs Alpha gene in affected tissues of patients with McCune-Albright
syndrome. Futhermore, germline mutations that are encountered in familial
cancer cases, similarly occur somatically in the tumors of sporadic cases. Using
the polymerase chain reaction (PCR) and denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) complemented by direct DNA sequencing of the PCR
products, we analyzed exons 16 and 17 of the APP gene in 99 brain tissues from
patients with histopathologically proven Alzheimer's disease. As a positive
control, we used a germline mutation from a Swedish family with a double
germline mutation in exon 16 (codon 670/671). No migration abnormalities were
demonstrated in any sample in either exon, whereas the known mutation was
easily detected as an abnormally migrating band. Sequence analysis of exons
16 and 17 in two samples did not reveal any sequence alterations. Genotyping
of the Apolipoprotein E alleles in these brains was E3 - 73.9%, E4- 22.4% e E2-
3%, an unexpected result based on some (but not all) studies showing a strong
association of sporadic Alzheimer’s disease and the E4 allele.

We conclude that mutations in the regions of the APP gene coding for the

amyloid deposited in the brain do not display somatic mutations and that other
mechanisms leading to amyloid deposits may be operative.
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“Eu néo tinha este rosto de hoje,
assim calmo, assim triste, assim magro,
nem estes olhos tdo vazios,

nem o lgbio amargo.

Eu néo tinha estas maos sem forga,
tdo paradas e frias e mortas;
eu ndo tinha este coracgo

que nem se mostra.

Eu nédo dei por esta mudancga,
tio simples, tdo certa, tao fécil:
- Em que espelho ficou perdida

a minha face?”
Cecilia Meireles

O neuropsiquiatra alemao Alois Alzheimer (1864-1915) dedicou sua
carreira a investigacao das alteracoes anatdOmicas relacionadas as
deméncias. Em 1907 descreveu, juntamente com um dos seus
colaboradores mais préximos, o neuropatologista também alemao,
Franz Nissl, um tipo de deméncia que passou a ser conhecida como
doenca de Alzheimer (Alzheimer, 1907).

A descricao original da doenca foi feita a partir de um caso de uma
paciente de 51 anos de idade com deméncia severa e um disturbio
progressivo do comportamento que nao podia ser relacionado
clinicamente a qualquer doencga até entdo conhecida. O sintoma inicial
apresentado pela paciente foi de “ciume” exagerado do marido,
seguindo-se perda de memdria rapidamente progressiva, desorientacao
espacial, agressividade, agitacao, além de periodos de delirios e
alucinagdes auditivas. Apdés quatro anos e meio de progressido do
quadro demencial, a paciente evoluiu para o dbito. A autépsia revelou
atrofia cerebral generalizada sem lesdes macroscdpicas evidentes e a
microscopia, evidenciava-se a presenga de um depdsito composto de
uma substéancia peculiar em todo o coértex cerebral além de formacao



intraneuronal de fibrilas densamente argirofilicas, mais tarde
denominadas, respectivamente, placas senis e emaranhados
neurofibrilares (Young, 1936; Lewey, 1953; Meyer, 1959).

Alzheimer néao foi o primeiro a descrever as placas senis. As mesmas
ja haviam sido anteriormente encontradas no cérebro de pessoas idosas
sem deméncia (McMenemey, 1963). Entretanto, Alzheimer, corretamente,
observou que a presencga de placas senis em grande nimero era anormal.
Os emaranhados neurofibrilares, até entao desconhecidos, foram
considerados por Alzheimer como especificos do tipo de deméncia que
acabava de descrever e classificar como forma pré-senil de deméncia.
Posteriormente, esses emaranhados foram também observados nas
chamadas deméncias senis e em idosos sem deméncia (Margolis, 1959;
McMenemey, 1963; Hirano, 1962; Tomlinson, 1970). Mais recentemente,
os termos senil e pré-senil foram abandonados, uma vez que nédo existe
distincao clinica ou patoldgica entre as duas formas de deméncia antes
sugeridas, que justifique tal denominacao.

Durante as seis décadas subsequentes, pouca atencéao cientifica foi
dada a doenca, até que, no final dos anos sessenta a doenca de
Alzheimer passou a ser melhor investigada, apds evidéncias de que, a
maioria das deméncias no idoso, nao eram causadas por aterosclerose,
mas sim, pelas mesmas lesGes cerebrais degenerativas descritas por
Alois Alzheimer.

Na tentativa de se obter um diagndstico andtomo-patolégico mais
preciso da doencga de Alzheimer, Blessed e Tomlinson em 1968, acharam
uma relacao direta entre o numero de placas senis em diferentes areas
corticais e o grau de déficit cognitivo.-em pacientes com doenca de
Alzheimer. Em 1982, Wilcock e Esiri publicaram uma correlacéao
semelhante entre a degeneracao neurofibrilar e a gravidade da
deméncia. Em 1985, Khatchaturian resumiu as recomendacbes de
diversas entidades cientificas norte-americanas em critérios
diagndsticos histopatoldgicos que requerem a presencga Unica de um
determinado numero de placas senis corticais, visiveis com técnicas
histolégicas especificas (tabela 1).



Tabela 1:
Critérios histolégicos para o diagnéstico da doenca de Alzheimer
(com base nos critérios de Khatchaturian - A x200)

idade Placas senis Localizacao
<50 2 a 5 por campo Neocodrtex
50/65 8 por campo Neocédrtex
66/75 10 por campo Neocdrtex
>75 15 por campo Neocortex

Ganglios basais
Amigdala
Presencga — Hipocampo
Cerebelo
Medula espinhal

Fonte: Khachaturian ZS (1985) Diagnosis of Alzheimer’s disease.
Arch Neurol 42:1097-11056

Porém, uma pesquisa efetuada em 1989 pelo neuropatologista
Wisniewski junto a uma centena de colegas, sobre os critérios que cada
um empregava para o diagndstico da doenga de Alzheimer, estabeleceu
que, embora todos reconhecessem o critério quantitativo, existia uma
grande variagdo na quantidade de placas senis requerida por eles, e que
sd uma minoria desses profissionais nao solicitava o rétulo clinico de
deméncia antes de catalogar o preparado neuropatolégico como de
doenca de Alzheimer.

Essa discusséo é de grande relevancia ja que o diagndstico acurado
é de suma importancia para que haja uma distingcdo mais clara com as
demais 60 condi¢cdes descritas como responsaveis por quadros
demenciais (US Veterans Administration, 1989) e consequentemente,
tornar possivel a instituicdo do tratamento mais adequado a cada caso.

As condicoes descritas como responsaveis por quadros demenciais

podem estar relacionadas a efeitos fisioldgicos diretos de diversas
condicdes clinicas, a efeitos persistentes do uso de determinadas



substancias (incluindo exposicdao a toxinas) ou a etiologias multiplas
(Apéndice 1). Dessa forma, o termo deméncia ndo é usado como
sindnimo da doenca de Alzheimer ou qualquer outra doenca, mas para
descrever uma sindrome clinica que engloba uma série de desordens
que compartilham de sintomas comuns, porém com etiologias diversas.

As deméncias sdo caracterizadas por uma reducdo global das
funcbées corticais superiores, de natureza crbnica, usualmente
progressiva, ndao sendo associadas a alteragdes no nivel de consciéncia,
porém interferindo acentuadamente com a funcédo social e ocupacional
do individuo. O diagnéstico de deméncia ndo pode ser feito se os
deficits cognitivos ocorrem exclusivamente durante o curso de delirium
(estado confusional agudo). Os deficits cognitivos comumente
observados, além dos distirbios de memédria, sao a perda da
orientacao, compreensdo, calculo, capacidade de aprendizado,
abstracao, julgamento, apraxia, agnosia e afasia. Frequentemente
associados a esses sintomas, encontramos labilidade do afeto ou
distirbio mais persistente do humor, redugcao dos padrdes éticos,
exagero ou emergéncia de tracos prévios da personalidade, além de
uma diminuicdo da capacidade de tomar decisées (Bayer, 1991;
Friedland, 1992; Jarvik,1992).

A prevaléncia das deméncias, especialmente da doenca de
Alzheimer e das demeéncias vasculares, aumentam com a idade,
particularmente apés os 75 anos (Katzman, 1986; Larson, 1992). A
prevaléncia estimada de deméncias moderadas ou severas encontra-
se em torno de 10.5% nas pessoas entre 80 e 84 anos de idade e de
20.8% nas pessoas entre 85 a 89 anos de idade, de acordo com os
resultados de 47 estudos epidemioldgicos (Hachinski, 1992). Devido
ao aumento da populacao de idosos em todo o mundo, as deméncias,
consequentemente, tém se tornado um dos grandes problemas de
salde publica (Plum, 1979).

Estudos epidemiolégicos demonstraram ser a doenca de Alzheimer,
a causa mais comum de deméncia nos paises ocidentais (Strub, 1981).
De acordo com estes estudos ela é responsavel por cerca de 50 a 60%



dos casos de deméncia (Tabela 2). Segundo véarios autores a doenca de
Alzheimer pode também ocorrer em associacdo as deméncias
vasculares, em cerca de 18 a 24% dos casos de deméncia.

A doenca de Alzheimer, dentre as doencgas degenerativas é
provavelmente a mais importante devido a sua elevada prevaléncia.
Estima-se que 2 a 4% da populagdo acima de 65 anos apresentem a
doenga de Alzheimer. Estima-se que no Brasil sejam em torno de 1
milhdo as pessoas acometidas pela doenca, tendo sido observada uma
tendéncia de aumento desse numero, uma vez que a populacao de
idosos, que hoje é de aproXimadamente 7,3 milhdoes de pessoas, deve
atingir cerca de 18 milhées em 2020, segundo projecdes do Anuério
Estatistico do Brasil (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
1995). Atualmente, a doenca de Alzheimer é a quarta maior causa de
6bito em paises desenvolvidos, na faixa etaria compreendida entre 75 e
84 anos de idade (Siegel, 1980). Nos Estados Unidos da América, ela é
responsavel por aproximadamente 100.000 dbitos/ano.

Tabela 2:
Etiologias das demeéncias expressas em percentagens
de acordo com varios estudos

Ano Nimero de DA ADV Mista iesio VHPN Deméncia Doengade Doencade tOutra
pacientes (DA+ expan- Alcoolica  Huntington  Creutzfeldt
DV ou siva -Jakob
outro tipo)*

+ 1970 50 50 18 18 2 12
1975 625 40 29 24 7

1976 60 43 8 3 12 7 7 20
1977 49 44 12 5 7 9 23
1981 164 50 14 2 5 19 3 7
1984 107 69 4 2 4 21
+ 1985 58 48 19 10 2 21
1985 141 50 39 11
1987 178 52 5 14 2 2 25
¥ 1987 65 59 9 15 3 14
1989 113 84 3 7 2 4

*DA - Doencga de Alzheimer; ADV Deméncia Vascular; v'HPN - Hidrocéfalo de Pressdo Normai; +Outras - Incluem
toxidade cronica, por drogas, pés-trauma, pds-hemorragia subaracnéide, encenfalite, sifilis, hematoma subdural,
hipotireoidismo, depresséo, etc. ¥ estudo em autdpsia.

(Adaptado de Strub R, Black F W (1981) Organic brain syndromes: An introduction to neurobehavioral disorders. F A
Davis, Philadelphia)
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Para se ter uma exata nog¢do da importdncia econdmico-social desta
doenca, os gastos diretos e indiretos em 1985, somente nos Estados
Unidos da América foram de 88 bilhoes de délares, predominantemente
em custos indiretos, tais como, o tempo dispendido por cuidadores, a
perda de produtividade dos cuidadores e o impacto negativo na saude
do cuidador, criados durante o processo de assisténcia prestada
(Sapienza, 1995). As projecdes mais conservadoras de despesas/ano
com o cuidado de pacientes dementes para 2030 atinge cifras
alarmantes de cerca de 30 bilhoes de dolares (Plum, 1979).

Implicito dizer que a definicdo de deméncia é puramente descritiva e
baseia-se apenas em certos padrdoes de sinais e sintomas, jd que as
anormalidades histopatoldgicas, neUroqun’micas, neurofisiolégicas e
radioldgicas irao somente sugerir a etiologia subjacente para a
sindrome demencial, servindo principalmente como guia para uma
melhor abordagem terapéutica e progndstica. Porém, as pesquisas
clinicas e epidemiolégicas requerem critérios diagndsticos mais
especificos e internacionalmente aceitos. Neste contexto, a quarta
edicao do Manual Estatistico e Diagndstico da Associagao Americana de
Psiquiatria (DSM 1V) e, a 102 revisdo da Classificacao de Transtornos
Mentais e de Comportamento, da Classificacdo Internacional das
Doencas (CID-10), da Organizacdo Mundial de Saude, sadao os mais
amplamente usados (Apéndices 2 e 3).

Uma vez estabelecido o diagnéstico de deméncia, através de
avaliacdo clinica cuidadosa, baseada na histéria detalhada, testes
psicomeétricos, exame fisico, entrevista com um familiar préximo,
propedéutica para investigacdo e exclusdao das diversas causas de
deméncia, feita com auxilio de exames laboratoriais, tomografia
computadorizada de cranio, estudo radiolégico do térax e em certos
casos analise do fluido cerebroespinhal, pode-se inferir apenas o
diagnéstico de provavel ou possivel doenca de Alzheimer, ja que, até o
presente, inexistem alteragcdes clinicas, laboratoriais ou radioldgicas
patognoménicas da doenca que nos permitam fazer o diagndstico
definitivo da doenca, que invariavelmente requer confirmacéao
anatomo-patolégica (Tomlinson, 1970).



As evidéncias neuropatoldgicas necessarias para corroborar o
diagnéstico definitivo de doenga de Alzheimer sdo dificeis de serem
obtidas tanto, para fins de pesquisa quanto na pratica clinica diaria, ja
que dependem de um procedimento invasivo que néo acarreta
beneficios imediatos ao paciente, em se tratando de uma doenca para a
qgual, até o presente, ndao existe nenhum tratamento eficaz. Por esta
razdo os critérios estabelecidos por McKahn et al., 1984 para o
diagnéstico de provavel doenca de Alzheimer durante a vida, tém
obtido ampla aceitacdo e tém sido comumente usados (Apéndice 4).

As alteragboes histopatoldgicas do tecido cerebral mais
caracteristicas e investigadas para o diagndstico anatomo-patolégico
sdo os emaranhados neurofibrilares (compostos de filamentos
helicoidais pareados), as placas senis e os infiltrados de amildéide na
parede dos vasos (amildide ou angiopatia congofilica).

Os emaranhados neurofibrilares sdo compostos de bandas de
elementos citoesqueléticos anormais medindo 20 nm de diametro com
constricoes regulares a cada 80 nm, denominados filamentos
helicoidais pareados insoluveis (PHFs). Os neurdénios acometidos
desenvolvem esses emaranhados neurofibrilares que causam a morte
neuronal e sdo, provavelmente, isoformas anormalmente fosforiladas,
da proteina de microtibulo tau (Poulter, 1993) que se tornam
edemaciadas e distroficas.

As placas senis consistem de um “core” de substdncia amildide
envolta por um processo de espessamento neuronal contendo PHFs e
corpos densos ou multilamelares.

O peptideo B amildide (AR) é formado a partir da clivagem em uma
regiao (Y) localizada na membrana e em uma regiado fora da membrana
citoplasmatica (B), anormal, da proteina precursora de amildéide ou APP
(figura 1), que é uma glicoproteina de péso molecular entre 100 e 140
KD, tendo uma pequena cadeia carboxiterminal e um longo dominio
extra-citoplasm_ético. Esse componente proteico dos depdsitos
amildides, contém 39-43 residuos hidrofébicos, sendo denominado



peptideo B-amildéide que é codificado por um gene localizado no
cromossoma 21 (Tanzi, 1987; Goldgaber, 1987) e pode ser agregado, in
vitro, e, in vivo, em fibrilas de 6-10 mm.

A proteina precursora é encontrada em muitos tecidos de animais
saudaveis e no homem, e parece ser uma importante glicoprotéina de
superficie celular. No presente, varios estudos estdo sendo
desenvolvidos, enfocando o mecanismo pelo qual a proteina
precursora, normalmente encontrada no organismo, é degradada para
produzir a proteina amildéide que acumula-se na doenca. A funcao
biolégica do APP, nos neurdnios, esta ainda indefinida (Selkoe, 1994b ;
Kosik, 1994), havendo indicagdes de seu envolvimento até mesmo como
um receptor, acoplado a proteina Go (Nishimoto et al., 1993).

Figura 1:
Estrutura da proteina precursora de amildéide (A) e a respectiva
sequéncia genomica do DNA (B)
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Essas anormalidades sdo mais severas no cortex temporal médio-
basal (hipocampo e amigdala), cortex basal (niucleo septal medial,
nucleo da banda diagonal de broca e nucleo basal de meynert), cortex
parietal pdstero-lateral e cdértex temporal. Embora essas alteracdes
isoladamente ndo sejam suficientes para o diagndstico da doencga de
Alzheimer, quando acompanhadas por histdria clinica apropriada tem
sido consideradas patognoménicas.

Qutras alteracdes morfolégicas heterogéneas, lesbes
citoesqueléticas, neurodegenerativas ou patoldgicas cerebrais que
ocorrem nos casos que satisfazem os critérios histolégicos para a
doenca de Alzheimer tém sido reconhecidas, tais como a degeneracao
granulovacuolar, corpos de Hirano, formacao de corpos de Lewys
(corpos de inclusidao subcorticais e corticais hialinos, eosinofilicos,
ubiquitina positivos). Evidencia-se também a perda de neurdnios,
especiaimente das células piramidais grandes e de marcante perda da
arborizacao sinaptica, com gliose {(Davies, 1987).

Embora a doencga de Alzheimer seja uma doenca neurodegenerativa,
com seletividade para a morte das células nervosas, resultando em
sintomas clinicos tipicos, os mecanismos de morte celular cerebral
ainda nao foram esclarecidos.

Na grande maioria dos casos, a doenca é considerada de origem
esporadica e de etiologia desconhecida, apesar de existirem varias
hipéteses atrativas sobre a sua etiopatogenia (Tabela 3). Dentre essas,
incluem-se o modélo de deplegcao neuronal relacionada a idade, o
modélo genético, e os modélos tdéxico e infeccioso. Esses modelos
tentam correlacionar uma série de evidéncias documentadas com as
alteragdes neuropatoldgicas e as deposicoes de proteina amildide,
ubiquitina e tau encontradas na doenca de Alzheimer .

A hipétese vascular e a metabdlica baseiam-se no fato de que a
doenca de Alzheimer vem acompanhada por uma reducao importante
no débito sanguineo cerebral, por reducado da quantidade de oxigénio e
de glicose extraidos desse sangue e da energia produzida a partir do
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oxigénio e da glicose, evidenciados através de estudos como a
tomografia por emissdo de pdsitrons (PET-Scan) e com xenénio 133. As
reducoes mais evidentes sdo aquelas que tém lugar nos lobos frontais
e parietais do cértex, onde as modificagdes anatomopatoldgicas séo as
mais notaveis. Entretanto, resta uma indagagédo que a ciéncia ainda néao
tem condi¢des de esclarecer: essa hipdtese é a causa ou a consequéncia
da deterioracao?

Tabela 3:
Alguns dos Mecanismos etiopatogénicos propostos para a doenca
de Alzheimer

A hipoétese téxica foi aventada a partir da constatacao de que
substancias inorganicas, tais como o aluminio e o silicone, podem estar
em taxas elevadas nos cérebros de portadores de doenca de Alzheimer,
com acumulo sobretudo nos neurénios com degeneragado neurofibrilar,
em placas e emaranhados (Cahdy, 1986). Entretanto, relevancia é
questionavel, ja que na encefalopatia dos dializados, as concentragdes
de aluminio sao cinco vezes aquelas da doenca de Alzheimer, sem
provocar lesdes neurofibrilares. Também a injecao cerebral de sais de
aluminio em animais provoca lesdes cerebrais do tipo da degeneracao
neurofibrilar, mas com filamentos simples e jamais sao atingidos pela
doenca de Alzheimer.



Traumas cranianos ocorrem mais frequentemente do que seria de se
esperar do acaso na doenca de Alzheimer. Esses traumas neuroldégicos
repetidos foram associados a les6es neuropatologicas similares, mas
nao idénticas, aquelas encontradas na doenca de Alzheimer (Corsellis,
1978). Ndo se sabe ao certo por qual mecanismo neuroquimico o
trauma estaria ligado as deméncias degenerativas. Uma hipotese
aventada é a de que o trauma danifica a barreira hematoencefalica.

A hipdtese infecciosa, diz que a presenca de fatores reativos de fase
aguda, bem como anormalidades de membrana, tais como, em celulas
vermelhas, plaquetas, linfécitos e fibroblastos podem ser observadas
em portadores da doenca de Alzheimer, o que é consistente com a
hipétese de um defeito microtubular na doenga.

Virus lentos tém sido investigadas em modelos animais, e
implicados como responsaveis pela doenga, uma analogia com o que
ocorre na doenca de Creutzfeldt-Jakob, Kuru e sindrome de Gerstmann-
Straussler. A adicao de extratos de cérebro post-mortem de pacientes
portadores da doenca de Alzheimer a animais produz filamentos
helicoidais enrolados aos pares, reproduzindo a degeneracdo na
doenca. Entretanto nao foi demonstrada a transmissdo homem a
homem. Caso haja realmente o virus, ele estard na dependéncia de
substrato genético facilitador.

A hipotese degenerativa, ou dos radicais livres, ou da deplecgao
neuronal idade relacionada basea-se na teoria de que a doencga é
acompanhada de um envelhecimento acelerado que se explica pelo
excesso de superoxidodismutase (SOD), cujo gene estd no cromossoma
21. O excesso de SOD leva ao excesso de peréxido de hidrogénio
(radical livre) que ultrapassa as capacidades metabdlicas das outras
enzimas ligadas a degradacgao dos radicais livres. O aumento da SOD ou
um trantorno no metabolismo dos derivados do oxigénio e dos radicais
livres, poderia levar ao envelhecimento acelerado com surgimento de
sinais histopatoldgicos da doenca de Alzheimer.



A hipdétese neuroquimica diz que a nivel de neurotransmissores, ha
um decréscimo da atividade colinérgica (Davies & Wolozin, 1987),
comprovada pela perda altamente significativa de neurdnios no nucleo
basal de Meynert (Cummings & Benson, 1987), que é uma importante
fonte suprimento colinérgico do cérebro. A atividade da enzima colina
acetiltransferase, que sintetiza acetilcolina, é consistentemente
reduzida nos cérebros dos pacientes com doenca de Alzheimer. Porém,
a perda nao é especifica da doenca, podendo ser encontrada em outras
formas de deméncia. As evidéncias de alteracdes a nivel de outros
neurotransmissores sdo menos claras, embora a denervagao
serotoninérgica e noradrenérgica tenha sido encontrada em pacientes
com doenca de Alzheimer falecidos em idade precoce (Bondareff et al.,
1982; Thomas et al., 1988).

Outras hipodteses, tais como, a glutamatérgica, a microtubular,
histéria de hipertireoidismo, depressao, idade materna no momento da
concepcao do paciente, exposicdo a chumbo e solventes e tabagismo
poderiam também estar relacionados a doenca.

Apesar de nao existirem evidéncias de que qualquer um dos
modélos propostos seja preponderante sobre os demais, recentes
avancos, utilizando a biologia molecular tém ajudado a esclarecer
algumas das possiveis bases moleculares da doenca e sua relevancia
geral para as outras hipoteses (Figura 2).

A teoria genética foi aventada a pértir das constatacdes feitas por
estudos epidemiolégicos da doenca de Alzheimer. Esses estudos
mostraram que os parentes de primeiro grau de pacientes com doenca
de Alzheimer tém um risco aumentado de desenvolver a doenga embora
a magnitude deste risco varie segundo os diversos autores (Breitner et
al., 1988; Huff et al., 1988; Payami et al., 1994).



Figura 2:
Modelo limiar da doenca de Alzheimer modificado
para incluir a contribuicao dos fatores genéticos
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Estima-se que entre 10 e 15 por cento dos casos sejam considerados
como de heranca familiar, usualmente forma autoss6mica dominante
com penetracdo completa. Quarenta por cento dos pacientes tem
parentes de primeiro grau com a doenca. O risco de desenvolver a
doenca de Alzheimer é aproximadamente quatro vezes maior em
parentes de primeiro grau de pessoas acometidas pela doenca se
comparados a populacao geral. O risco para os filhos varia desde 1.5%
a 34% e para irmaos de 2 a 20%. Estudos em gémeos relatam uma
concordancia de 40 a 50% (até 75 mas nunca 100%) para os
monozigdticos e de 8 a 50% entre os dizigéticos. Embora estes numeros
nao falem a favor de uma simples transmissao mendeliana, héd ainda
inimeros problemas para se afirmar o contrario. Provavelmente fatores
nao genéticos nao identificados (tais como, ambientais e metabdlicos)
podem modificar a expressdo dos fatores genéticos (Matsuyama, 1995).



A execucao de uma anélise de ligacao classica para se propor um
modélo de transmissédo genética para a doencga de Alzheimer é de dificil
execucdo. Isso ocorre por varias razdes. H4 uma grande dificuldade de
se estabelecer com exatiddo, o diagndstico pre mortem, embora
recentemente tenha sido demonstrado que a substancia tropicamida
pode ser util no diagndstico precoce da doenca de Alzheimer (Scinto et
al., 1994). Na grande maioria dos casos, o diagnéstico definitivo
somente pode ser obtido post mortem e, por serem as suas
manifestacées de inicio tardio, sao poucos os membros acometidos
encontrados em uma mesma familia. Dessa forma, a averiguagao de
casos nas geracbes passadas se baseia principalmente na histéria
familiar retrospectiva, com as incertezas inerentes de heranca genética
(Kukul et al., 1989).

As primeiras evidéncias para a contribuicdo genética a doenca de
Alzheimer se deram, inicialmente, a partir das associacées observadas
entre a sindrome de Down, causada pela trissomia do cromossoma 21 e
a doenca de Alzheimer. O fato de individuos acima de 40 anos de idade
portadores da sindrome de Down apresentarem também placas
amildéides e emaranhados neurofibrilares no cortex cerebral bem como
deméncia, indicaram uma associagcao entre o cromossoma 21 e a
doenca de Alzheimer (Wisniewski et al., 1985). Por esses motivos, o
cromossoma 21 tornou-se um dos primeiros alvos para os estudos de
analise de ligacdo em busca de um defeito genético responséavel pela
forma familiar da doenca.

Os estudos genéticos tiveram um grande alento quando, em 1984,
Glenner et al. isolaram a substancia amildide dos vasos cerebrais e
demonstraram que era composta de um pequeno peptideo ou B
proteina, com uma sequéncia de aminoacidos até entao desconhecida,
porém idéntica a encontrada nas placas senis.

A seguir, em 1987, foi realizada a clonagem e localizacdo do gene da
proteina precursora de amildéide (APP) e, concomitantemente, verificou-
se que, em aproximadamente 15% dos casos da doenca de Alzheimer,
havia um componente familiar, usualmente de carater autossdémico
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dominante com penetrancia completa. A hipdtese genética foi entéo
testada em quatro familias nas quais a doenga era de inicio precoce e
co-segregava como autossémica dominante. Os resultados obtidos
confirmaram a hipétese inicial, sendo a ligagéo genética demonstrada
entre a doenga de Alzheimer e alguns marcadores polimérficos na
regido proximal do brago longo do cromossoma 21 (St George-Hyslop
et al., 1987; Goate et al., 1989).

Em 1990, estudos de analise de ligacdo mostraram que a Hemorragia
Cerebral Hereditaria com amiloidose, tipo Holandesa, uma doenca
autossdmica dominante, era causada por uma mutacdo no exon 17 do
gene da APP (Levvy et al., 1990). Esta doenca é caracterizada por uma
deposicdo de B amildide predominantemente nos vasos sangliineos
cerebrais. Nesta doenga, ha uma transversao de G para C no codon 693,
causando a substituicao de 4&cido glutdmico por glutamina. O
significado desta mutacdo foi corroborado por analise de ligacéao
mostrando um “LOD” (logaritmo das chances) score de 7.59,
acrescentando mais evidéncias para um papel importante da APP na
etiologia da doenca de Alzheimer.

Em 1991, as bases genéticas da doenca de Alzheimer tiveram
novamente seu interesse despertado quando mutagcdées no gene da APP
foram descritas por Alison Goate e John Hardy. A primeira mutacao no
gene da APP foi descrita em pacientes de duas familias portadoras da
doenca de Alzheimer, causando uma alteracdo do aminoacido valina
para isoleucina no codon 717 do gene da APP, resultando em um
clivagem anormal do APP e produzindo assim o peptideo R-amildide
encontrado frequentemente nas placas senis e vasos cerebrais dos
pacientes acometidos pela doenca de Alzheimer. Subsequentemente,
quatro novas mutacdoes foram encontradas em familias isoladas,
perfazendo um total de oito familias com mutagdées no codon 717 do
gene da APP.

Até o momento, as mutagdes presentes no gene da APP sido as

seguintes (Figura 3): codon 717(Chartier-Harlin et al., 1991), codons 670/671,
uma dupla mutacao descrita em uma familia sueca (Mullan et al., 1992);
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codons 692 ou 693, que alteram o depédsito de amiléide do parénquima
cerebral para o sistema vascular cerebral (Murrell et al., 1991), codons
713 e 715 (Jones et al., 1992; Carter et al., 1992) e codon 665 (Peacock
et al., 1994).

Figura 3:

Diagrama dos polimorfismos nos exons 16 e 17 da proteina
precursora de Amildide e os sitios de clivagem da APP responsaveis
pela producao de B Amildide na doenca de Alzheimer
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Entretanto, varios outros estudos em casos de doenga de Alzheimer,
na sua forma familiar de inicio precoce ou tardio, e mesmo na sua
forma esporddica, ndo demonstraram nenhuma mutagcao no gene da
APP (Schellenberg et al., 1988). Mais recentemente, Citron et al.,1994,
demonstraram que a produ¢ado da proteina R amildide esta
significativamente aumentada nos fibroblastos de pacientes portadores
da forma familiar da doenca de Alzheimer que apresentam a dupla
mutacdo K670N e M671L, acrescentando mais evidéncias para um papel
relevante da APP na etiopatogénese da doencga de Alzheimer.



Esses achados iniciais mostrando a deposicdo cerebral de R
amiléide sugeriam ser esse um evento central importante no
desenvolvimento da doenca de Alzheimer. Obviamente, outras causas,
genéticas e ambientais, deveriam modular a producao e deposigcédo de
R amildide, j4 que mutagdes no gene da APP nao foram suficientes
para explicar a doencga. Essa idéia levou Strittmater et al. (Yu C-E et al.,
1994) a procurar por proteinas que se ligassem a B amildide no liquido
cefaloraquidiano. Apds varios estudos com cruzamentos positivos e
negativos, eles identificaram a apolipoproteina E (Apo E) como tal.

A Apo E, localizada no brago longo do cromossoma 19 (Corder et al.,
1993) havia sido anteriormente identificada como um componente
das neurofibrilas e emaranhados. Estudos de andlise de ligagao haviam
demonstrado um locus para a doenca de Alzheimer em sua forma mais
tardia, nessa regido do cromosssoma 19 (Pericak-Vance et al., 1991).

A apolipoproteina E é geneticamente muito varidvel e tem trés
alelos maiores, E2, E3 e E4. O alelo E3 é o mais comum, sendo que
mais de 90% da populacao herda uma cépia e 60% herda duas cdpias
do gene. Por outro lado somente 30% da populagcdo herda pelo
menos um alelo EA4.

A presenca do alelo E4 além de ser um potente fator de risco para
a doenca coronariana e acidente vascular cerebral através de sua acéo
no metabolismo do colesterol ocorre em 80% dos casos de doenca de
Alzheimer, forma familiar, de inicio tardio e, em 64% na forma
esporadica como demonstrado por diversos estudos (Figura 4).

Atualmente, sabe-se que individuos que tém a doencga de
Alzheimer e sdao homozigotos para o alelo E4 tém uma maior
deposicao de amildide (Schemechel et al., 1993). Sabe-se ainda que
pacientes com a mutacdo no gene da APP e presenca do alelo E4,
apresentam a doenga mais precocemente (Nacmias et al., 1995).
Além disso, as pessoas com duas cdpias dos alelos E4 tém maior
probabilidade de desenvolver a doenca. O risco para a doenga



Figura 4:
Polimorfismo da Apolipoproteina E e a doenca de Alzheimer
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aumentou de 20 para 90% e a média de idade de inicio diminuiu de 84
para 68 anos, com o aumento do nimero de alelos E4. O risco para
elas é pelo menos oito vezes maior do que para as pessoas sem 0
gene E4. Os homozigotos do Apo E4 vao certamente desenvolver a
doenca aos 80 anos.

Um mecanismo proposto por Roses et al. (Small, 1995) é de que o
risco € aumentado ndo por uma acao deletéria da Apo E4, mas pela
auséncia da Apo E3. A Apo E3 parece que estabiliza os microtubulos
(filamentos de protéinas necessarios para o funcionamento neuronal
normal) ligando-se a proteina tau, uma proteina associada aos
microtubulos, importante na polimerizacdo e estabilizacao dos
mesmos, previnindo assim o aumento anormal de grupos fosfato e
protegendo os microtubulos e a integridade da célula. A fosforilacao
diminui a eficiéncia da Tau e a Tau hiperfosforilada ¢ o maior
constituinte dos filamentos helicoidais aos pares que constituem as
neurofibrilas.

Essa associacao, porém, deverd ser mais investigada pois ainda nao
foi demonstrada a presenga de mutacdes no gene da Apo E nos
pacientes com a doenca de Alzheimer (Seeman et al., 1995).

Além das associacdes entre os cromossomas 21 e 19 e a doenca de
Alzheimer, a partir de 1992 foram encontradas evidéncias de co-
segregacao com um locus identificado do cromossoma 14 (Mullan et
al., 1992; van Duijn et al., 1994).

Recentes descobertas apontam para uma nova familia de genes, as
presenilinas, que sao provavelmente responsaveis pela maioria dos
casos de doenca de Alzheimer, forma familiar, de inicio precoce
(Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad et al., 1995). Sdo duas as
presenilinas identificadas, a presenilina 1 (PS1), localizada no
cromossoma 14, e a presenilina 2 (PS2), localizada no cromossoma 1.
As duas proteinas sao 67% idénticas.



Até o momento, 24 mutacdes foram identificadas na presenilina 1,
cromossoma 14 em 52 familias (Sherrington et al., 1995; Wasco et al.,
1995; Alzheimer’s Disease Collaborative Group, 1995; Sorbi et al, 1995;
Tanahashi et al., 1995; van Broeckhoven et al., 1995; Campion et al.,
1995; Cruts et al., 1995) . Duas outras mutacdes foram detectadas na
presenilina 2 em oito familias. As duas mutacdes identificadas na PS2
sdo ocasionadas por uma simples substituicao de aminoacidos,
Asparagina para isoleucina no aminoacido 141, em 7 familias aleméaes-
volga (Levy-Lahad et al., 1995) e metionina para valina, no aminoécido
239 em 1 familia italiana (Rogaev et al., 1995)

Os avangos cientificos sobre a doenca de Alzheimer tém esbarrado
na falta de um modelo experimental adequado. Algumas cepas de
roedores transgénicos tém sido produzidas para expressar o gene da
APP humana (Quon et al., 1991) mas infelizmente, até o inicio de 1995,
nao havia sido possivel expressar adequadamente, nesses roedores, as
lesdoes do tipo placa senil, distrofia neuronal e extensa gliose. Em um
trabalho elegante publicado em fevereiro de 1995, o grupo liderado por
Lieberburg conseguiu expressar a neuropatologia da mutagcao V717F
em camundongo transgénico 938. Esse modelo acrescentou certamente
mais evidéncias para um papel importante do gene da APP na
etiopatogenia da doenca de Alzheimer.

Apesar do comprovado envolvimento da APP, da Apo E4 e, mais
recentemente da PS1 e PS2, na etiologia da doenca de Alzheimer, nao
esti estabelecida ainda a relevancia e a real participacdo de cada um
desses genes na patogénese da doencga, que sdo ainda razao de extenso
debate.

Até o presente, a grande maioria dos estudos desses genes, tanto na
forma familiar quanto na forma esporadica da doenca, foi realizada com
DNA extraido de tecido periférico de pacientes acometidos pela doenca,
sendo poucos os estudos feitos com DNA extraido de tecido cerebral
com diagnéstico definitivo da doenga de Alzheimer. Os estudos em
tecido cerebral sdo de grande importancia pois podem evidenciar
mutacdes somaticas em células embriogénicas comprometidas com o
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desenvolvimento neuronal responsaveis pelo fendétipo da doenca de
Alzheimer, que seriam somente detectadas em tecido alvo da doenca e
nao em células germinativas ou mesmo em 4areas do cérebro nao
acometidas. Um precedente para um padrao mosaico de mutacoes
somaticas foi demonstrado no gene Gs Alpha em tecidos afetados de
pacientes com a sindrome de McCune-Albright (Weinstein et al., 1991).
Além disso, mutacdes de células germinativas tém sido encontradas em
casos de cancer, forma familiar, similarmente a ocorréncia de mutacgdes
somaticas em tumores de casos esporadicos.



1 - OBJETIVOS



- Investigar as possibilidades de existéncia de mecanismos
moleculares responsaveis pela doenga de Alzheimer, forma esporadica.
Para tanto, a genotipagem da apolipoproteina E (Apo E) e a analise de
mutacdes somaticas nos exons 16 e 17 do gene da proteina precursora
de amiloide (APP) foram pesquisadas através de analise de tecido
cerebral de pacientes com diagndéstico definitivo de doenca de
Alzheimer, forma esporadica.

— Esse estudo pretende esclarecer se as mutacdes encontradas
anteriormente no gene da proteina precursora de amildéide (APP) em
pacientes portadores de doenca de Alzheimer, forma familiar, existem
em pacientes portadores da doenca de Alzheimer, forma esporadica,
mesmo na auséncia de mutacdoes em células germinativas ou em outras
dreas do cérebro nao acometidas pela doenca. Pretende-se também
estudar a relacao entre a susceptibilidade para desenvolver a doenca de
Alzheimer e a genotipagem da apolipoproteina E e sua contribuigao
para o melhor entendimento da etiopatogenia da doenca de Alzheimer.



III - MATERIAL E METODOS



I11.1- Caracteristicas Histopatologicas e
Clinicas dos Pacientes e Controles

Foram selecionados 99 pacientes que haviam falecido por causas
diversas, porém com o diagndstico clinico pre mortem de deméncia do
tipo Alzheimer, de acordo com os critérios estabelecidos pelo Manual
Estatistico e Diagndstico da Associagcdao Americana de Psiquiatria (DSM-
IV), quarta edicdo e CID-10, descritos nos apéndices 2 e 3.

Estes pacientes foram também classificados como provéaveis
portadores da doenca de Alzheimer, de acordo com os critérios
diagnésticos do National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke - Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINCDS-ADRDA) Work Group, descritos no apéndice 4.

Para o diagndstico clinico, os pacientes foram submetidos a uma
avaliagdo minuciosa, incluindo aplicacao de testes psicométricos
(Folstein, 1985), exames laboratoriais e radioldgicos, tendo sido
excluidas as demais causas de deméncia, de acordo com os critérios
padronizados.

A partir dos achados clinicos, curso da doenc¢a e histéria familiar,
todos os pacientes foram classificados como portadores da forma
esporadica da doenca de Alzheimer.

O consentimento dos pacientes ou de seus responsaveis foi obtido
por escrito para participacdo neste estudo.

Apds o o6bito, todos os pacientes foram autopsiados. Amostras de
tecido cerebral foram analizadas através de estudo histopatolégico. Em
todos os casos foi confirmado o diagndstico histopatolégico da doenca
de Alzheimer, de acordo com critérios padronizados (Corsellis,1962;
Blessed et al., 1968; Hyman et al., 1984; Khachaturian,1985) seguidos
pelos Drs., A. Hori, do Instituto de Neuropatologia de Hanover e, K.
Ikeda, da Divisdo de Neuropatologia do Instituto de Psiquiatria de Tokyo.
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Tais critérios foram previamente padronizados considerando-se a
anéalise quantitativa das placas senis e emaranhados neurofibrilares. O
ndmero minimo de areas avaliadas incluiram trés regides do neocdrtex
(lobos frontais, temporais e parietais), amigdala, formagao hipocampal,
ganglios da base, substancia negra, cértex cerebelar e medula dssea.
Para se estabelecer o diagnéstico de doenca de Alzheimer “pura”, os
patologistas iniciaimente excluiram qualquer outra causa orgéanica de
deméncia. De acordo com os critérios estabelecidos, os emaranhados
neurofibrilares estavam sempre presentes, apesar de algumas vezes
nao serem encontrados no neocortex de pacientes com mais de 75
anos. Na andlise microscépica com magnificacdo de 200x, o numero
minimo de placas senis encontradas por campo foi de 8, 10 ou 15 para
pessoas com idades entre 50 e 65 anos, entre 66 e 75 anos ou acima de
75 anos, respectivamente. Os casos severos de doenca de Alzheimer
apresentavam 50 a 100 placas senis por campo (com magnificagao
microscépica de10x) e 5 a 15 emaranhados por campo (com
magnificacdo microscopica de 40x).

As evidéncias histopatoldgicas, aliadas ao diagndstico clinico prévio
de provavel doenga de Alzheimer, tornaram possivel a confirmagédo do
diagndstico definitivo da doenca de Alzheimer, de acordo com os
critérios diagnésticos do National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer’s Disease and Related
Disorders Association (NINCDS-ADRDA) Work Group.

Foram analisados 77 pacientes norte-americanos, 13 pacientes
alemaes e 9 pacientes japoneses. Os dados referentes a esses pacientes
citados, bem como suas respectivas amostras de tecido cerebral, foram
gentilmente cedidas pelo Brain Bank do Mount Sinai Medical Center
(Nova York, Estados Unidos da America), pelo Instituto de Neuropatologia
de Hanover (Hanover, Alemanha), e pelo Instituto Metropolitano de
Psiquiatria de Tokyo (Tokyo, Japéo). A idade de falecimento dos pacientes
norte-americanos variou entre 65 e 98 anos e dos pacientes japoneses,
entre 63 e 79 anos. Outras informacgdes referentes aos pacientes
japoneses encontram-se melhor descritas na tabela 4.



As amostras de tecido cerebral obtidas dos pacientes norte-
americanos foram de tecido cerebral, fresco, enquanto que as amostras
de tecido cerebral obtidas dos pacientes japoneses e alemaes foram de
tecido cerebral, incluido em blocos de parafina.

Tabela 4:

Dados clinicos e anatomo-patolégicos referentes aos nove pacientes
japoneses portadores de doenca de Alzheimer que participaram do
presente estudo

Sexo Idade do inicio Tempo entre a Idade
dos sintomas morte e a autopsia de morte
Masculino 53 2 horas 63
Feminino 62 4 horas 78
Feminino 59 6 horas 69
Masculino 63 ? 73
Masculino 62 ? 79
Feminino 58 4,5 horas 68
Feminino 48 6 horas 62
Feminino 61 4,5 horas 72
Masculino 56 1,6 horas 66

Todas as amostras obtidas para esse estudo, foram de areas do
cérebro que apresentavam clara correspondéncia com a doenca de
Alzheimer, através dos seus achados histopatoldgicos tipicos acima
descritos. As amostras de tecido cerebral dos pacientes japoneses e
norte-americanos foram obtidas de sec¢cdes de cortex frontal e da
formacao hipocampal. O mesmo ocorreu com o0s pacientes alemaes,
exceto em dois casos, cujas amostras foram obtidas apenas a partir do
cortex frontal.

Dez outras amostras de tecido cerebral fresco foram devidamente
analizadas e selecionadas para servirem como controle negativo. As
mesmas foram obtidas de pacientes escolhidos aleatoriamente,
também falecidos por causas diversas, porém, sem diagndstico clinico
de doenca de Alzheimer, pre mortem, e isentos de qualquer indicio
histopatoldgico tipico da doenca de Alzheimer, a autopsia.
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Uma amostra de tecido cerebral obtida de um paciente sueco
portador da forma familiar, de inicio precoce, da doenca de Alzheimer,
foi também selecionada para servir de controle positivo. O paciente era
portador de uma mutacao dupla, nas posicdoes 2010 e 2011 dos codons
670/671, do exon 16 do cromossoma 21 (Axelman et al., 1994).



III.2- Extracao de DNA de tecido ecerebral fresco
e tecido cerebral incluido em blocos de
parafina dos pacientes e controles

O DNA genémico foi extraido a partir de tecido cerebral fresco e
tecido cerebral incluido em blocos de parafina.

A extracdo de DNA gendmico dos tecidos incluidos em blocos de
parafina foi feita adaptando-se os métodos descritos por Lerman et al.,
1984 e Greer et al., 1991.

Inicialmente foram feitas cinco a sete seccdes adjacentes (5 pm), em
cada bloco de tecido cerebral dos pacientes mencionados e montadas
em laminas de vidro. A seccao média foi corada com hematoxilina-
eosina (HE) e serviu como guia para facilitar a separacao nitida do
tecido cerebral lesado, dos demais tecidos adjacentes ou circundantes.

Apds a remocao dos tecidos adjacentes normais e do excesso de
parafina, o tecido cerebral lesado restante na lamina de vidro, foi
raspado com lamina de barbear nova e transferido para tubos do tipo
eppendorf (Sigma Co, USA) de 1.5 ml, previamente identificados.

Esse tecido cerebral foi entao incubado em 500 pyl de octano, a
temperatura ambiente, sob rigorosa agitacao, durante 30 minutos e entao
centrifugado a 9000 x g (velocidade maxima) por 15 minutos. Apds
descartar o sobrenadante de cada um dos tubos, os precipitados formados
sofreram duas extragcdes consecutivas com 500 pl de etanol absoluto
seguidas respectivamente de duas centrifugagées, em velocidade méaxima,
por 15 minutos cada. Os tubos foram entdao submetidos a secagem a vacuo
por 16 minutos e logo apds os precipitados formados foram ressuspensos
em 100 pyl de tampao de digestao (Tris 50 mM- ph 8.5; EDTA 1TmM; Tween
20 0.5%) contendo 0.2 mg/ml de proteinase K - concentragdo final) e
incubados a 372 C overnight .



No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 9000 x g durante
15 minutos e posteriormente os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos do tipo eppendorf de 1,5 ml e finalmente aquecidos a 952
C por oito minutos. O material extraido foi entdo dosado e armazenado
a4° C.

O doseamento do DNA extraido foi feito por espectrometria na
regidao do ultravioleta. As amostras foram diluidas em agua destilada e
a leitura direta foi feita em espectrofotometro digital (Shimadzu UV-160
A, UV-visible recording spectrophotometer, Japao) a 260 e 280 nm
(proteina e proteina + DNA, respectivamente), sendo usado, como
controle negativo, a mesma agua utilizada para a diluicdo das amostras.
Para o cdlculo da concentracao de DNA na amostra, a leitura a 260 nm
foi subtraida da leitura a 280 nm, de modo a se obter a absorbéncia
apenas produzida por acido nucleico e o calculo foi feito através de
formula deduzida a partir da Lei de Beer. Como néao foi utilizado padrao
de DNA com concentracao definida, considerou-se nos caélculos o
coeficiente de extincdo tabelado para DNA de Fita dupla (1 UA+
50ug/ml) (Sambrook et al., 1989).

Concentracao de DNA=(A260 - A280) x fator de diluicao x coeficiente de extingao

A extracdo de DNA de tecido cerebral fresco foi obtida adaptando-
se os métodos descritos por Sambrook et al., 1989.

Inicialmente, o tecido cerebral fresco foi lavado com tampéao
contendo 10mM de NaCl e 10mM de EDTA. A seguir, cerca de 5 g de
cada amostra foram trituradas separadamente em um gral,
parcialmente coberto por nitrogénio liquido (usando luvas térmicas e
protecao ocular). Quando o tecido adquiriu uma consisténcia de pé, foi
transferido para um tubo de centrifuga (Falcon-Corning USA) com 50 ml
de capacidade. Apds esperar o tempo necessario para que a evaporagao
de nitrogénio ocorresse, adicionou-se entdao 10 ml de tampao contendo
10 mM Tris, pH 7.4, 10 mM de NaCl e 25 mM de EDTA, pH 7.4 (1X RSB).
A seguir, adicionou-se 1 ml de uma solugado de dodecil sulfato (SDS) a
10%, ocorrendo a liberagdo do DNA do ntcleo. A proteinase K foi entao
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adicionada na concentracdo de 50mg/ml em volume de 100 ul por
amostra. Logo apds, as amostras foram incubadas, sob agitacdo, a
temperatura de 37 °C por 1 hora, até que o tecido estivesse
completamente dissolvido. Seguiu-se nova adicdao de 100ul, de
proteinase K, na mesma concentracéo, e dessa vez, a incubacgao foi feita
a 37°C, overnight.

No dia seguinte, adicionou-se Tml de NaCl 56M a cada uma das
amostras. Dando prosseguimento a extracdo, adicionou-se igual
volume de uma mistura de fenol saturado - cloroférmio - &lcool
isoamilico (10:10:1), misturando-se os tubos, por inverséao, 4 ou 5 vezes
e, em seguida, centrifugando-os durante 5 minutos, a 1600 x g.

Apds repouso dos tubos em tempo suficiente para haver separagéao
de fases, retirou-se a fase aquosa superior transferindo-a para um novo
tubo de centrifuga (Falcon-Corning USA) de 50 ml de capacidade.
Seguiu-se nova extracao da fase aquosa, agora com dois volumes de
eter etilico saturado com agua destilada (1:1). A fase superior etérea foi
aspirada e a fase inferior aquosa, conservada. Os tubos foram entéo
mantidos abertos por cerca de 30 minutos, e encubados a 70°C para que
ocorresse a evaporacao do eter restante. A seguir foram adicionados
2.5 volumes de etanol absoluto, em cada tubo, com o objetivo de
precipitar o DNA. Os tubos foram entdo mantidos a -20°C, overnight.

No proximo dia, os tubos foram centrifugados durante uma hora, a
12000 x g. Logo apéds foi desprezado o excesso de etanol e seu residuo
eliminado com auxilio de gaze esterilizada. Os precipitados resultantes
foram ressuspensos em 500 a 1000 pl de tampao TE 20X contendo 1M
de Tris base, 1M de 4acido bérico, 20mM de EDTA-Na2 2H20. Finalmente,
os tubos foram estocados a 4 °C.



[11.3- Selecao dos primers para analise de
mutacoes nos exons 16 e 17 do gene da
proteina precursora de amildide

Apds realizada satisfatoriamente a extracdo de DNA das amostras
de tecido cerebral pelas técnicas descritas, procedeu-se a escolha dos
primers adequados a serem utilizados na investigacdo da existéncia de
mutacoes no gene APP.

Primers sdo sequéncias de polinucleotideos, complementares a
sequéncias de oligonucleotideos que delimitam um dado segmento que
se deseja amplificar.

A escolha correta dos primers é de fundamental importancia para o
sucesso da amplificacdo de fragmentos de DNA pela técnica de reacao
de cadeia da polimerase que serd descrita na secao lil.4 e, também,
para a producao de material adequado para analise de mutacao
genética, por diversas técnicas, incluindo a eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE), que sera descrito, na secéao lll.6, e o
sequenciamento direto que serd descrito na secao 111.10.

A selecao dos primers adequados baseou-se na analise das
propriedades de fusdo tedricas de cada fragmento amplificado, a partir
das informacdes fornecidas pelo algaritmo computadorizado
desenvolvido por Lerman et al.,1987, com auxilio do programa MacMelt
(Bio-Rad, Richmond, CA).

Essa analise torna possivel determinar regiées nas quais um ndmero
consideravel de bases contiguas (50 a 300bp) apresente comportamento
semelhante, com uma faixa estreita de temperaturas de fusdo (melting
domain ). Os mapas de temperatura de fusdo predizem, em todos os
casos, que a regido de interesse do produto de PCR amplificado (p.ex.,
0 exon e as sequencias intrénicas flanqueadas) estard contida num
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Unico dominio de baixa temperatura de fusdo. Por consequéncia,
mutacdes que ocorram dentro dessas regides mais provavelmente
serdo detectadas pela técnica de DGGE.

Com o objetivo de assegurar-se que a escolha dos pares de primers
a serem utilizados fosse a mais efetiva possivel, levou-se em conta
também outros aspectos importantes, descritos a seguir:

- escolha de sequéncias feita, sempre que possivel, de forma a
proporcionar uma distribuicao aleatéria de bases, com proporcao de
purinas e pirimidinas de aproximadamente 1:1;

- emprego de regidoes onde nao existam grandes repeticdes de
bases, ou outras sequéncias pouco usuais, e também capazes de formar
estrutura secundaria significativa, particularmente na regido 3’
terminal, para gque a extensdao da cadeia pela enzima nao seja
dificultada;

- utilizacdo de sequéncias ndo palindrémicas garantindo-se a néo
ligacao de um primer a si proprio no sentido inverso, impedindo a
delimitacdo do fragmento desejado;

- auséncia de complementariedade entre as sequéncias dos primers
utilizados evitando a ocorréncia de dimerizacao dos dois primers.



II1.4- Reacao de Cadeia da Polimerase (PCR)
dos exons 16 e 17 do gene da proteina
precursora de amiloide

O DNA obtido foi utilizado na reacao de cadeia da polimerase (PCR)
para se produzir copias dos genes em estudo. A técnica foi descrita pela
primeira vez por Saiki et al. em 1985 (Carman, 1991), e consiste na
replicagcdo in vitro de fragmentos especificos de DNA por uma DNA
polimerase. A maior vantagem desta técnica é sua sensibilidade
bastante alta, sendo capaz de identificar e reproduzir uma dada
sequéncia de bases em meio a aproximadamente 100.000 outras
moléculas de acidos nucléicos, permitindo a utilizacdo de amostras de
DNA que nao sofreram processo rigoroso de purificacao (Saiki, 1989).

O material obtido na reacdo é bastante especifico, havendo pouca
probabilidade de obter-se outras regidoes do genoma, ou mesmo de
haver algum erro na incorporacao de bases pela enzima. O resultado é
um produto relativamente puro contendo, basicamente, a regido de
interesse em concentracdo consideravelmente elevada, sem haver a
necessidade de clonagem, crescimento de células e posterior
purificacdo do material desejado. '

Desde a sua introdugao, o PCR tem sofrido modificagdes, no sentido
de se melhorar as condi¢des da reagado, para obter-se melhores
resultados. A maioria das sequéncias de DNA podem ser amplificadas
seguindo-se um protocolo padrdo, que | utiliza pares de
oligonucleotideos ou primers que delimitem o segmento desejado e
funcionem como iniciadores da reacdo, uma solugcdo de
deoxinucleotideos trifosfato (dNTPs) e uma DNA polimerase
termoestavel, adicionados de aproximadamente 500ng da amostra de
DNA a ser amplificado, em tampéo de incubacao especifico.



No caso dos primers, a escolha, nesse estudo, se baseou nos fatores
descritos na secéao |l11.3 de modo a se produzir material adequado para
analise de mutacao genética.

Na reacado de cadeia da polimerase, a amplificacdo do fragmento de
DNA escolhido processa-se por etapas (SaiKi, 1989; Innis et al., 1989). A
reacdo é iniciada com o aquecimento da mistura reativa até uma
temperatura de 952 C, quando ocorre a desnaturacao das fitas de DNA.

O passo seguinte é o resfriamento controlado do material até uma
temperatura definida, denominada temperatura de anelamento. Essa
temperatura é varidvel para cada par de primers, de acordo com seu
comprimento e quantidade de GCs. Ao se atingir esta temperatura, os
primers hibridizam com o DNA nas regides de sequéncia complementar
a sua.

Apds o anelamento dos primers, o material é novamente aquecido,
atingindo 70 a 75°C, para permitir a extensao dos primers hibridizados
sob a acao da taq polimerase que tem melhor atividade nessa faixa de
temperatura. Nessa fase, a extensdo ocorre quando os dNTPs sao
incorporados aos primers formando uma nova fita de sequéncia
complementar a da fita molde.

Estas etapas sao repetidas varias vezes, resultando em um acumulo
exponencial do fragmento especifico.

Nesse estudo, a temperatura de anelamento foi determinada
experimentalmente para cada tipo de reacdo, tomando-se como base
uma projecao tedrica, calculada a partir da quantidade de bases de cada
primer. A cada nucleotideo foi atribuido um valor numérico, de acordo
com seu grau de coesdo (A/T=2; C/G=4). Foram somados os valores de
cada base, subtraindo-se 5 unidades ao final do calculo, obtendo-se
assim o valor da temperatura de anelamento calculada para
determinado primer. Foi feita a média dos valores calculados, obtendo-
se assim a temperatura de anelamento calculada para o par de primers.



A partir desse valor calculado, foram feitos testes de condigdo de
reacdo, variando-se inicialmente os componentes do meio {(presenca/
auséncia de aditivos), mantendo-se a temperatura de anelamento
constante. Alguns aditivos, tais como, DMSO, triton, formamida,
variacbes na concentracdao de cloreto de magnésio, foram
acrescentados na tentativa de aumentar a especificidade da reagéao.

Posteriormente, foram feitos testes de condi¢do de reacao variando-
se a temperatura de anelamento, de forma a se eliminar amplificacao de
fragmentos inespecificos e obter apenas a regiao de interesse.

Numa das modificacdes na técnica de PCR, descrita por Gyllenstein
et al. (1988), fitas simples de DNA (ssDNA ou “single strand DNA") sao
produzidas no final do processo, ao invez da formacao de fitas duplas
(dsDNA ou “double strand DNA”). O procedimento, denominado “PCR
assimétrico”, consiste em uma reacdo de PCR utilizando-se
concentracoes diferentes de cada um dos primers do par, na proporc¢ao
de 1:10. Desta forma, a amplificacdo exponencial de dsDNA acontece
somente durante os 10 a 15 primeiros ciclos de reacao e, apods a
utilizacao de toda a concentracdo do primer de menor proporgao no
meio, ha apenas uma amplificacdo linear de ssDNA, originaria do
primer de maior concentracgéo.

Essa técnica foi utilizada para a amplificacdo de fitas de DNA
utilizadas nas reagdoes de sequenciamento direto de acidos nucléicos,

para pesquisa de mutacdes nos fragmentos de interesse do gene APP,
que sera descrita na secao I11-10.



I1.5- Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi um dos métodos utilizados para
o estudo do material amplificado nas reacdes de cadeia da polimerase
do DNA extraido de tecido cerebral dos pacientes estudados (Davis et
al., 1986).

O método consiste na migragcao dos fragmentos de DNA através de
uma matriz inerte, sob a agcdo de um campo elétrico. A matriz utilizada é
um gel de agarose, que confere resisténcia suficiente ao meio,
dificultando a mobilidade do DNA em funcado do seu tamanho, sendo
entao capaz de separar fragmentos de até 1 Kb. Com a técnica os
fragmentos de DNA sio dispostos de acordo com seu peso molecular.
Fragmentos menores migram mais rapido do que fragmentos maiores. A
distancia migrada no gel varia inversamente com o logaritimo do peso
molecular. O tamanho dos fragmentos pode, entretanto, ser
determinado através de comparacao entre as bandas obtidas e as de um
padrao cujas bandas possuem tamanhos ja conhecidos.

O gel de agarose foi usualmente preparado na concentragao de 2 %.
Para isto, acrescentou-se 2g de agarose (Biorad Ultrapure ou Seakem) a
100 ml de solucédo tampao TAE 1X contendo 40X |.6M de Tris base, 0.8M
de acetato de sédio 3 H20, 40 mM de EDTA-Na2 2 H20, ph para 7.2 com
acido acético e H20 para completar. A solucao foi entéo solubilizada por
aquecimento em forno de microondas. Apés aguardar o tempo
necessario para que a temperatura da agarose caisse até cerca de 60°C,
acrescentou-se cerca de 50ul de brometo de etidium (1Tmg/ml) a solucéao
de agarose. A mistura foi entdo serpeada, tomando-se o cuidado de
evitar formacao de bolhas. Em seguida, a solucdo de agarose foi
derramada na forma plastica transparente para se fazer o gel e o pente
foi colocado numa das extremidades afixado entre dois espacadores,
com os dentes ligeiramente acima da forma, porém sem encosta-la.

Enguanto ocorreu o endurecimento do gel (em aproximadamente 20
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minutos) preparou-se dois litros da solucao de buffer 1X TAE que foram
derramados na cdmara de eletroforese (BRL modelo H4), previamente
lavada, em volume até 1 cm acima do gel. O pente e os espacadores
foram cuidadosamente retirados da forma e a fatia de gel posicionada
horizontalmente na camara de eletroforese. As bolhas, se formadas,
foram removidas das canaletas com auxilio de ponteiras, ficando o gel
totalmente submerso no tampéao, porém nao coberto por mais de 1 cm.

Foram entao aplicados cuidadosamente, em cada canaleta, uma
mistura de 5 pl de tampao de amostra especifico denominado gel
loading buffer (U.S. Biochemicals, Clevland, OH), com 25 pl de cada
amostra. Além disso foi aplicado em uma canaleta uma mistura de 5 ul
de gel loading buffer com 25 yl de um produto de PCR que néo recebeu
amostra durante a reacao, funcionando como controle negativo
(branco). Este deve, na analise do experimento, apresentar-se
totalmente isento de bandas, demonstrando nao haver ocorrido
contaminacao durante o manuseio dos reagentes e amostras, indicando
a confiabilidade do material amplificado. Dois microlitros de um padrao
de peso molecular conhecido (123 bp DNA ladder 0.6 pg/ul - Gibco BRL),
que é previamente preparado com gel loading buffer, foi aplicado em
uma das canaletas.

Apds o término da aplicacdo das amostras o aparelho de eletroforese
foi ligado a 40 volts para a corrida, durante 30 minutos. A seguir as
bandas foram fotografadas em transiluminador UV e posteriormente
analisadas.



I11.6- Eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) foi outro método
utilizado para a verificagdo do material amplificado na reacao de cadeia
da polimerase. Este método também consiste na migracdo dos
fragmentos de DNA através de uma matriz inerte, sob a acdo de um
campo elétrico, porém a matriz utilizada é um polimero de acrilamida
(Boom et al., 1990).

O gel foi utilizado na concentracdo de 5%, obtendo-se uma faixa
efetiva de separacao de 50-500 bp, abrangendo assim a faixa de
tamanho dos fragmentos em estudo.

O produto de PCR foi aplicado no gel misturado ao gel loading buffer,
na proporcao de 5:1. Foram utilizados 1.5 a 2.0 yl de amostra por
canaleta do gel. Um microlitro de padréo de peso molecular (123 bp DNA
ladder 0.6 pg/ul - Gibco BRL) foi aplicado em uma das canaletas e, em
outra canaleta, foi aplicado o controle negativo como para a eletroforese
em gel de agarose que foi anteriormente descrita na secéo IlI-5.

A corrida foi feita em tampédo TBE 1x, a 150-200 V, num maximo de
20mA por gel, durante 15-30 minutos, em gel de 8 x 10 x 0.75 cm (Mini
vertical gel electrophoresis unit - Sigma). Apds o término da corrida, o
gel foi entao corado pela prata para a visualizacao e analise do material
aplicado.



II1.7- Coloracao pela prata

Esse método, como mencionado acima,
visualizacdo e analise do material obtido do produto de PCR, submetido

a eletroforese em gel de poliacrilamida.

O ion prata possui grande afinidade por acidos nucleicos, formando
complexos lineares com estes. O processo de colora¢do baseia-se nesta
capacidade da prata de se ligar ao DNA fixo em uma matriz, sendo
posteriormente oxidada, produzindo cor que varia do amarelo escuro ao
preto. Com isso, é possivel visualizar e identificar os fragmentos de DNA
que migraram no gel. O processo de coloragcao pela prata (silver stain

foi

Kit, Bio-Rad, Richmond, CA) é uma adaptacao do método descrito por
Bassam et al., em 1991, seguindo o seguinte protocolo:

1.4cido acético 10%

8 minutos 56-60°C

_sob agitacao

2.4gua destilada

3 minutos 56-60°C

sob agitacdo

3.so0lucdo de prata

8 minutos 56-602C

sob agitacéo

4.4gua destilada

b5 segundos(trés vezes)

sob agitacéo

b.revelador

até coloracao desejada

sob agitacéao

6.acido acético 10%

10-15 minutos

agitacédo opcional

7.agua destilada

10-15 minutos

agitacdo opcional

8.secar em papel celofane

utilizado para a



A integridade e qualidade do material amplificado sado avaliados pelo padréo
de bandas formadas no gel produzido pelo material aplicado. As bandas devem-
se apresentar bem delimitadas, e seu posicionamento no gel, quando
comparado ao das bandas de um padrdao de peso molecular, deve ser
compativel com o tamanho esperado para o fragmento. Cada amostra
amplificada deve apresentar apenas uma banda, sendo admissivel a presenca
de mais bandas apenas em casos especificos, como por exemplo, no caso de
individuos heterozigotos, quando podera haver a formacao de heteroduplexes.

E ainda possivel avaliar a concentragdo aproximada do material
aplicado, por comparacao entre a intensidade da coloracado das bandas
correspondentes as amostras e a intensidade das bandas do padrao de
peso molecular, cuja concentracdo €& conhecida. Assim, é possivel
avaliar a quantidade de material a ser utilizado posteriormente para as
analises de mutacao.



II1.3- Eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) dos exons 16 e 17
do gene da proteina precursora de
amiloide

Descrito por Myers et al., 1987, o DGGE é uma técnica muito sensivel,
capaz de detectar a troca de até mesmo uma unica base na sequéncia
analizada. O tamanho do fragmento a ser analisado pode ser maior do
que 500 pares de bases, o que representa uma vantagem sobre outros
métodos de detecgcdao de mutagdes. Por outro lado, consiste num método
que dispensa o uso de marcagdes radioativas.

O método baseia-se na migracao diferencial eletroforética do
fragmento de DNA em estudo, de acordo com suas propriedades fisico-
guimicas e sequéncia de bases das fitas. A desnaturacdo das fitas de
DNA que ocorreria devido ao aumento gradual de temperatura é
produzida, no sistema, pelo aumento gradual de concentragcdo de
agentes desnaturantes (formamida e uréia) em uma dada temperatura
(60°C), sendo o ponto de desnaturacao (ou fusdo) de cada fragmento
varidvel de acordo com sua sequéncia.

Os fragmentos de DNA de fita dupla que sao submetidos ao gel
migram de acordo com seus tamanhos, até atingirem o gradiente onde
a molécula comeca a desnaturar e entao a fita comeca a se abrir. A partir
dai, a migracao torna-se extremamente lenta, uma vez que a mobilidade
de fragmentos de fita dupla é significativamente maior que a de seus
correspondentes de fita simples. O ponto de desnaturagdao é modificado
se houver alteracdo na sequéncia de bases, seja insercao, delecdo ou
mesmo troca, devido as diferengas na interagcdo entre as bases
adjacentes de cada fita. Esta diferenca leva o DNA a diminuir a sua
velocidade de migracdo em pontos diferentes do gel, causando
diferencas no padrdao de migracdo, que sdo evidenciadas quando se



acrescenta uma sequéncia rica em guanina e citosina de
aproximadamente 40bp a uma das extremidades da porcao analisada (GC-
clamp ), aumentando a sensibilidade do método para 98-99% (Sheffield et al.,
1989).

Utiliza-se um gel de poliacrilamida a 7% contendo concentracées
crescentes de formamida e uréia. O gradiente é feito através da mistura
adequada de duas solugdes com concentracdes definidas, preparadas,
por sua vez, pela mistura de duas solugcdes estoque denominadas 0% e
100%. A solucao a 0% nao contém agentes desnaturantes e a solugéo a
100% contém 7 M de uréia e 40% de formamida. A concentracado dessas
misturas de solugdes 0% e 100%, bem como o tempo de corrida dos
fragmentos de DNA no gel de DGGE, sao estabelecidos por tentativa,
variando de acérdo com cada material analisado.

Essas duas solucdoes de concentragdes definidas sdo colocadas em
compartimentos separados de um gradient maker gravitacional (modelo
385, Bio Rad), apés terem sido adicionados reagentes polimerizantes:
persulfato de aménio a 10%, mum volume 1/200 e TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina), num volume 1/2000. Logo apéds, as duas
solugdes sao vertidas entre duas placas de 16 X 18 X 0.75 cm, utilizando-
se o préoprio gradient maker, da colocagdo de um pente adequado para
obtencado de canaletas. Em seguida, aguarda-se a polimerizagcdo que
habitualmente ocorre num periodo minimo de quatro horas.

Apds ocorrer a polimerizagcao, o pente foi removido, as canaletas
foram lavadas com o mesmo tampao usado para a corrida (TAE 1x), de
modo a se retirar o excesso de uréia depositada, permitindo um melhor
contato da amostra a ser aplicada com o meio de corrida. O gel foi entao
colocado em cdmara prépria (Hoefer Scientific Instruments vertical slab
gel electrophoresis apparatus model SE 620, San Francisco, CA), para a
homogeinizacdo da temperatura, sendo deixado em repouso durante
meia hora.



Imediatamente antes de serem aplicadas no gel, as amostras foram
misturadas com o tampéao de amostra especifico, o gel loading buffer, na
proporcao de 6:1, tendo sido aquecidas a 952 C por 5 a 10 minutos para
a desnaturacao das fitas, e imediatamente imersas em gelo para a
renaturacdo aleatdria incompleta resultante da acdo dos agentes
desnaturantes contidos no gel.

As amostras aplicadas foram entdo, submetidas a eletroforese em
tampao a 602 C, em tampao TAE 1x pH 8.0, sob tensdo constante de 160
v. O tempo de corrida e os valores dos gradientes desnaturantes foram
estabelecidos apds testes sucessivos, feitos a partir das propriedades de
cada fragmento de DNA a ser analisado, com variacdes criadas a partir
de um um valor minimo de 20% no topo e um valor maximo de 90% na
base. Apds a corrida, o gel foi corado pela prata , como descrito
anteriormente na secao |il.5.



[M1.9- Analise de restricao

A analise de restricdo consiste na incubacdo do DNA em estudo com
uma endonuclease, em meio especifico, a uma dada temperatura, e
posterior eletroforese. As endonucleases utilizadas possuem a
propriedade de reconhecer certas sequéncias de bases e clivar a
molécula de DNA nestas regides. Estas enzimas sdo chamadas enzimas
de restricdo , e as sequéncias reconhecidas, sdo os sitios de restricao .
Essa técnica permite visualizar a presenca/auséncia de mutacdes nos
referidos sitios de restricdo (mutacado puntual onde haja a perda do sitio,
por exemplo), ou insergcoes/delecbes na regido analisada. O DNA ¢
incubado em presenca da enzima, em meio e temperatura adequados,
por um periodo minimo de 1 hora, e maximo de 18 horas.

A sequéncia descrita para o gene do APP foi analisada, tendo sido
identificados varios sitios de restricao diferentes, ao longo dos exons 16
e 17. Baseando-se nestes dados, algumas enzimas de restricdo foram
selecionadas para melhor investigacao de possiveis mutagoes.



II1.10- Sequenciamento direto dos exons 16 e
17 do gene da proteina precursora de
amiloide

A sequéncia de bases de um fragmento de DNA pode se determinada
pelos métodos quimico ou enzimatico. O método enzimético, descrito por
Sanger et al., 1981, baseia-se na sintese de uma fita de DNA por uma
DNA polimerase, a partir de um molde de fita simples. A técnica utilizada
segue 0 mesmo principio basico do PCR, usando-se 2/,3’'-
dideoxinucleotideos (ddNTPs) em associacdo aos dNTPs. Os ddNTPs, por
ndo possuirem o grupo hidroxila ligado ao carbono 3’, ndo sao capazes
de sofrer nova esterificagcado, interrompendo assim a replicacdo da cadeia.
Quando uma mistura de dNTPs/ddNTPs em propor¢cdoes adequadas é
utilizada, a sintese da fita nova sera interrompida, em uma fracao da
populacao de cadeias em cada sitio onde um ddNTP possa ser
incorporado.

A sintese é iniciada em apenas um sitio, onde o primer se liga a
amostra sendo a nova fita estendida até a incorporacao de um ddNTP,
quando entao a fita nao serd mais estendida. Para cada amostra a ser
sequenciada, sao feitas quatro reagdes, cada uma contendo um tipo de
ddNTP. Com isso, em cada reagao, obtem-se uma mistura de fragmentos
de viarios tamanhos, terminados seletivamente em A, C, G ou T,
dependendo do ddNTP utilizado. E utilizado também um nucleotideo
marcado radioativamente, de modo que todas as fitas formadas serio
também marcadas, permitindo assim sua visualizacdo por
autoradiografia. Os fragmentos produzidos sdo submetidos a
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 40% (19:1), e o
padrao de bandas formado permite acompanhar a distribuicdo de cada
base na regiao analisada.

Para uma maior abrangéncia do fragmento em estudo, o mesmo
material é aplicado duas vezes no gel, em momentos diferentes, fazendo-se
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assim as chamadas corridas longa e curta. Estas duas corridas diferem
entre si apenas no periodo de mobilizagdo do DNA dentro do gel, o que
permite a visualizagdo das regides mais proximas e mais distantes do
primer . A leitura do gel é feita de baixo para cima, da extremidade inicial
préxima ao primer (5’), para a extremidade mais distante (3’).

O sequenciamento foi feito utilzando-se o Kit Sequenase versdo 2.0
(USB/Amersam Life Science), e como marcador, alfa32P dCTP. Como
amostra, utilizou-se diretamente o produto de PCR assimétrico de cada
exon analizado.

A sequenase é uma enzima excelente para sequenciar DNA, derivada
do bacteriéfago T 7 DNA polymerase que foi modificado para melhorar
suas propriedades para sequenciamento.

Fitas simples foram obtidas do produto de PCR assimétrico,
purificado por reagdao com silica como previamente descrito (secéao 111.2 -
Extracdo de DNA). O produto final foi ressuspenso em 7ul de agua, e
utilizado na reagcdo de sequenciamento, seguindo-se protocolo padrao.

O material foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 7%,
contendo 48% de wuréia, a 1600-1800 V (max. 60W), durante
aproximadamente 3 horas, para a corrida longa e 1 hora e meia para
corrida curta, em gel de 40 x 34 x 0.4 cm. Apds a corrida, foi feita
exposicdo do gel em filme autoradiografico (Kodak Diagnostic film X-
Omat XK-1.35 x 45 cm), com tempos variaveis (4 a 72 horas), sendo
posteriormente, feitas as leituras.



IV - RESULTADOS



IV.1- Anélise de fusao dos exons 16 e 17 do gene
da proteina precursora de amildide

Os melting domains ou regidbes de fusdo dos exons foram
determinados como demonstrados nas figuras 5 e 6 , e a partir delas
foram construidos os primers que delimitam essas regides para serem
usados nas amplificacdes de fragmentos de DNA pela técnica de reacéao
de cadeia da polimerase e na analise de mutacées do gene APP, feita
através de eletroforese em gel de gradiente desnaturante e de
sequenciamento direto.

Foi também construido um primer, para cada par que delimita um
dos exons, acoplado a uma sequéncia de 40 GC (GC-clamp ), de forma a
possibilitar o aumento da sensibilidade e confiabilidade no uso das
técnicas acima descritas (Saiki, 1989; Sheffield, 1989).

Todos os primers escolhidos foram utilizados, com sucesso, nas
reacdes de cadeia da polimerase, eletroforese em gel de gradiente
desnaturante e sequenciamento direto e encontram-se descritos na
tabelas 5 e 6.

Figura 5:
Grafico para a analise das temperaturas de fusao do exon 16 do gene
da proteina precursora de amiléide




Tabela 5:
Sequéncia do exon 16 do gene da proteina precursora de amildide
(programa MacMelt 87)

Figura 6:
Grafico para a analise das temperaturas de fusdao do exon 17 do gene
da proteina precursora de amildide




Tabela 6:
Sequéncia do exon 16 do gene da proteina precursora de amildide
(programa MacMelt 87)




IV.2- Reacao de Cadeia da Polimerase (PCR)
dos exons 16 ¢ 17 do gene da proteina
precursora de amiloide

A obtencdao de um produto de PCR especifico, em concentragao
adequada, é de primordial importancia para o sucesso da analise de
mutagcdes pelas técnicas jd descritas que sao realizadas a partir do
material obtido pela reagdo de cadeia da polimerase. Portanto para
obter-se material adequado foi necessario precisar com maior exatidao
possivel, apdés varias baterias de testes, a composicdo do meio, os
primers a serem utilizados bem como as temperaturas adequadas a cada
uma das fases da reacao.

Em todas as reagdes de PCR, o DNA extraido foi amplificado
utilizando-se em 50 pl de volume final de reagdo, aproximadamente 50
mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris. HCI (ph= 8.3), 1.5 mM de
cloreto de magnésio, 0.2 mM de cada deoxinucleotideo, 20 picomoles de
cada primer (veja na tabela), 0.1 mg/ml| de gelatina, 1 unidade de Taq
DNA polimerase (Boeringer Mannheim, GmbH Germany), recobertos por
50 pl de 6leo mineral.

Foram testadas variacbes na composicdo do meio de reacdo, com
acréscimo de aditivos (DSMO, triton, formamida, variacdes na
concentracao de cloreto de magnésio etc) na tentativa de se aumentar a
especificidade da mesma. Nenhuma das variagbes mostraram vantagens
adicionais e foram portanto desconsideradas.

Cada fragmento foi amplificado sob condi¢cdes especificas de
temperatura. A temperatura de anelamento para cada reacdo de PCR foi
definida apds varios testes, de acordo como os primers utilizados e tipos
de amostra, de modo a possibilitar o aparecimento de bandas mais
nitidas na regido de interesse e dificultar a amplificacdao de fragmentos
inespecificos. |



As tabelas 7 e 8, discriminam as varias sequéncias de primers
utilizados, o tamanho dos fragmentos e os valores calculados de
temperaturas de anelamento de cada reacdo de PCR, para amplificacao
dos exons 17 e 16 do gene APP, respectivamente.

As amostras de DNA extraidas de tecido cerebral dos 99 pacientes
portadores da doenca de Alzheimer, forma esporadica, amplificaram
satisfatoriamente ao empregarmos a técnica de PCR com os primers
escolhidos para delimitar os fragmentos correspondentes aos exons 16
e 17 do gene APP.

A analise dos produtos de PCR foi feita por eletroforese em gel de
agarose a 2%. Todos os fragmentos amplificados evidenciaram uma banda
distinta de tamanho apropriado.

As dez amostras de DNA de tecido cerebral de pacientes controle
negativos, bem como a amostra de DNA de tecido cerebral do paciente
controle positivo para o exon 16 também amplificaram adequadamente
pela técnica de PCR, utilizando-se o mesmo protocolo



Tabela 7:

Sequéncia dos primers e temperatura de anelamento utilizados para
a amplificacao do exon 16 do gene da proteina precursora de
amildide, de acordo com o tipo de tecido cerebral utilizado para a
extracao de DNA

Sequéncia dos primers Tamanho do Temperatura de
Exon 16 fragmento (bp) anelamento (°C)

Tecido cerebral fresco ou
tecido cerebral incluido
em blocos de parafina

1¢ PCR

5P5'-GGG TAGGCTTTGTCTTACAG-3'

262 52
3P5'-TAGCACAGGATGAACCAGAG-3’
2°PCR
5PR-GGC GGGTTATGATTGAATACAGG-3'
190 60

3P5'GC Clamp- GAGGTAAATTATTTTACG-3

Para amplificacdao dos fragmentos a desnaturacao das fitas foi feita a 94 °C por 30
segundos em todas as reacboes exceto, e a extensdo foi feita a 72°C por 45
segundos, por 30 ciclos. No ultimo ciclo o tempo de extensdo foi aumentado por 5
minutos de forma a esgotar todo o restante de primers e dNTPs ainda presentes
no meio de reagé'o.



Tabela 8:

Sequéncia dos primers e temperatura de anelamento utilizados para
a amplificacdo do exon 17 do gene da proteina precursora de
amiléide, de acordo com o tipo de tecido cerebral utilizado para a
extragcao de DNA

Sequéncia dos primers Tamanho do Temperatura de
Exon 17 fragmento (bp) anelamento (°C)

Tecido cerebral fresco

5P5'-GC Clamp - TTT CTT AATTTG TTT
TCA AGG-3 240 58

3P5'-CCCACTTGGAAACATGCAGT-3’

Tecido cerebral incluido em
blocos de parafina

12 PCR
5P5'-CCTCATCCAAATCTCCCCTG-3'

391 55
3P5'-CCCAAGCATCATGGAAGCAC-3'
2° PCR

5P5'-GC CLAMP-TTT CTT AAT TTG
TTTTCA AGG-3

3P5-CCCACTTGGAAACATGCAGT-3 240 60

Para amplificacdo dos fragmentos a desnaturacao das fitas foi feita a 94 °C por 30
segundos em todas as reacdes exceto, e a extensao foi feita a 72°C por 45
segundos, por 30 ciclos. No altimo ciclo o tempo de extensdo foi aumentado por 5

minutos de forma a esgotar todo o restante de primers e dNTPs ainda presentes
no meio de reacao.



IV.3- Eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) dos exons 16 e
17 do gene da proteina precursora de
amiloide

A analise dos produtos de PCR foi feita através da técnica de
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) a 7%, para a
pesquisa de mutacdes nos exons 16 e 17 do gene APP. No método a
migracao das amostras é controlada por tempo, estando as condi¢des
para cada fragmento descritas na tabela 10. O volume de amostra em
cada canaleta variou entre 10 e 30 microlitros de acordo com a
intensidade da banda de cada amostra evidenciada na eletroforese em
gel de agarose a 2%.

O DGGE foi utilizado na analise de cada fragmento de DNA estudado
tendo sido empregados primers gerados a partir de informacodes
fornecidas pelo programa de Lermman & Silverstein (figuras 5 e 6).

Tabela 9:
Condicoes de DGGE para os exons 16 e 17 do gene da proteina
precursora de amildide

Gradiente Tempo
Exon 16 20-60 3 horas e 30 minutos
Exon 17 30-70 3 horas e 30 minutos




Todos os produtos de PCR das amostras obtidas dos pacientes a serem
investigados mostraram padrao de migracao atipico para o gene APP capaz
de sugerir alguma mutacao genética, exceto em duas amostras nos quais
foram detectadas padrao de migracdo anormal sugerindo uma sequéncia
homozigética ou heterozigética, uma no exon 16 de um paciente aleméo e
outra no exon 17 de um paciente japonés.

Em contraste, a analise do produto de PCR da amostra contendo a
mutacdo ja conhecida no exon 16, confirmou nitidamente um padrao de
migracao anormal.

Esses achados foram confirmados e reproduzidos apds repeticao do
DGGE feito a partir de amostras obtidas a partir de novas amplificacoes
dos fragmentos em questado por reagdes de cadeia da polimerase.

Figura 7:
DGGE de material genémico de DNA amplificado de 14 tecidos
cerebrais (Exon 16, produtos de PCR de 190 bp, 20-60%)

Figura 8:
DGGE de material genomico de DNA amplificado de 14 tecidos
cerebrais (Exon 17, produtos de PCR de 240 bp, 30-70%)




IV.4 - Sequenciamento direto dos exons 16 ¢ 17
do gene da proteina precursora de
amiloide

O sequenciamento direto dos produtos de PCR foi realizado nos
fragmentos de PCR que mostraram anormalidades no padrao de
migrac¢ao quando investigados por DGGE, bem como nos fragmentos de
PCR de uma das amostras de tecido cerebral obtidas de pacientes
normais (controle negativo).

Na analise do resultado foi detectado em uma das amostras
suspeitas a apresenca de mutagdo no codon 717 (GTC para CTC)

causando a substituicao de valina para leucina, como evidenciado na
figura 9.

Na tentativa de reproduzir tal resultado foi feito nova anélise de
sequenciamento direto através de outro produto de PCR da mesma
amostra. Como resultado ndo se confirmou a presenga da mutacao
anteriormente descrita.

Portanto nenhuma diferenca das sequéncias previamente publicadas
foi notada na anélise de todos os produtos de PCR sequenciados dos
fragmentos dos exons 16 e 17 do gene APP.



Figura 9:

Radiografia de dois geis de sequenciamento de parte do exon 17 do
gene APP de somente um tecido cerebral feito através de dois
produtos diferentes de PCR, mostrando a sequéncia normal do lado
esquerdo e a alteracdo de apenas um dos pares de bases a direita. A
substituicdo do G para o C ocasionou a mudanca do aminoacido
valina para isoleucina no codon 717




IV.5 - Genotipagem da Apolipoproteina E através
da reacao de cadeia da polimerase (PCR)

ApOs a investigacao de possiveis mutacdes nos exons 16 e 17 do
gene APP, procedemos a andlise das amostras de DNA de tecido cerebral
fresco dos pacientes portadores de doenca de Alzheimer, forma
esporadica, para a investigacao do gendétipo Apo E.

Inicialmente foram escolhidos os primers, a saber: APOE - A (5'-CGG
CGA CGG CTG TCC AAG GAG-3’) e APOE-C (5'-CAC GCC CTG TTC CAC
GAG-3') (Tsai et al., 1994).

A reacdo de PCR foi feita com um volume final de 25 microlitros,
contendo 50 mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris HCI IpH=8.3), 1.5
mM de cloreto de magnésio MgCI2 0.2 mM de cada deoxinucleotideo, 20
picomoles de cada um dos primer, 0.1 mg/ml de gelatina, 1 unidade de
Tag DNa polimearase (Boeringer Mannheim, GmbH Germany) e 10%
DMSO coberta com 25 pyl de éleo mineral.

A reacgao foi feita em um aparelho PTC 100-60 thermocycler (m.J.
Reaserch, Watertoen MA, USA). O ciclo consistiu de uma desnaturagao
inicial a 94°C por cinco minutos seguido de trinta ciclos de desnaturacao
a 94°C (30 segundos), anelamento a 65°C (30 segundos) e extensao 72°C
(30 segundos), sendo a extensao final de 5 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (2%) e corados por brometo de etidio. Os produtos bem
amplificados (303 pares de bases) foram subsequentemente digeridos
por Hhal. Dez microlitros do produto de PCR foram digeridos por Hhal,
uma enzima de restricdo ou endonuclease (New England Biolabs) a 37°C
durante 1 hora. A corrida ocorreu em gel de poliacrilamida (8%) a 250V
por 2 horas e seguiu-se visualizacdo do gel em brometo de etideo.



Apods digeridos, os produtos foram analisados para investigacao da
frequéncia de halotipos.

A frequéncia dos halotipos E3/E3 foi de 59.7%, E3/E4 foi de 26.8%,
E3/E2 foi de 1.5%, E2/E2 foi de 3% e E4/E4 foi de 8.9% como
demonstrado na figura 11. Desta forma, as frequéncias de Apo E alelos
em nossa amostra foi de E3= 73.9%, E4=22.4% e E2=3.7%.



V-DISCUSSAO



Os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento da
doenca de Alzheimer permanecem amplamente desconhecidos. De
acordo com uma das hipdéteses, o aumento no depdsito de substancia

amildéide no cérebro é presumivelmente de importdncia primaria na
patogénese da doenga de Alzheimer.

O depdsito de amildide no cérebro ocorre devido a uma clivagem
proteolitica, como produto de uma molécula precursora grande, a
proteina precursora de amiléide (APP). Parte da estrutura do gene APP ¢é
formada pelos exons 16 e 17, responsaveis pof mutacdes de células
germinativas encontradas em um pequeno grupo de pacientes
portadores da rara forma da doenca de Alzheimer conhecida como
forma familiar de inicio precoce (Goate et al., 1991; Axelman et al., 1994;
Peacock et al., 1994).

Estudos experimentais in vitro demonstraram que essas mutacodes
propiciam um aumento da producado de amildide insoluvel pela células
neuronais (Fujigasaki et al., 1994). Além disso, um modelo em rato
transgénico demonstrou claramente que uma das mutacdes mais
comuns (valina no codon 717 que é substituida por fenilalanina) é
relevante na patogénese da doenca (Citron et al., 1992).

Recentemente, mutacdes em células germinativas em novos genes,
tais como, S182 (Presenilina 1) no cromossoma 14 (Sherrington et al.,
1995) e Presenilina 2 (Rogarv et al., 1995) e STM-2 ambos no
cromossoma 1 (Ephrat et al., 1995), foram detectadas em pacientes
portadores da forma familiar da doenca de Alzheimer.

A base molecular exata para doenca de Alzheimer que resulta em
mutacdes de células germinativas nao é conhecida até o momento.
Entretanto, baseado na estrutura presumida da proteina, esses genes
parecem estar envolvidos no transporte de proteina atraves da
membrana celular, e talvez aumento do transporte extracelular de APP
que resulta num acumulo excessivo de amildide. O achado desses novos
genes pode ainda mais enfatizar o papel da proteina precursora de
amiléide na patogénese da doenga de Alzheimer.
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E ainda incerto, se, como, e em qual extensdo as mutacées do gene
APP estdo envolvidas na patogénese das formas mais comuns da doenca
de Alzheimer. Essa incerteza tem resultado em muitos debates, sendo
que alguns investigadores advogam um papel preponderante dos
produtos do gene APP na patogénese da doenca de Azheimer, e outros
desmistificam o papel da APP alegando que a proteina teria uma
contribuicao insignificante no desenvolvimento da doenca (Selkoe,
1994; Prince et al., 1994).

Caso o APP mutante realmente tenha um papel importante na
patogénese da doenca de Alzheimer, forma esporadica, é plausivel o fato
de que o gene possa abrigar mutacdes somaticas adquiridas durante a
embriogénese, em células derivadas do sistema nervoso central. Desta
forma, as mutacgdes resultantes seriam exibidas apenas somaticamente
nas areas do cérebro que apresentam “bone fide” com a doenca de
Alzheimer histopatdlogica e ndo em células germinativas, ou mesmo em
areas do cérebro que nao tenham achados patolégicos da doenca de
Alzheimer.

Um exemplo de achado similar de tecido limitado, padrao mosaico,
de mutagdes ocorridas somaticamente, é a sindrome de McCune-
Albright. Nessa sindrome esporadica, as mutagoes, dentro da sub-
unidade alfa estimuladora da proteina ligadora GTP heterotrimérica
(Gsalfa), sao detectadas em lesbes somaticas em um padrdo mosaico,
compativel com o conceito de uma mutacao constitucional e nao de
células germinativas.

Nesse estudo, mutagdes soméaticas nos exons 16 e 17 do gene APP
em 99 cérebros de pacientes falecidos com diagnédstico de doenca de
Alzheimer, forma esporadica, ndao puderam ser demonstrados. Esses
exons que codificam a proteina B A4, o maior componente dos
depésitos de amildide cerebral na doenca de Alzheimer, foram
escolhidos devido as descricoes prévias de mutacdes de células
germinativas, neles localizadas, que sdo responsaveis em varias familias
pela forma familiar da doenca, de inicio precoce (Goate et al., 1991;
Naruse et al., 1991; Murrelll et al., 1991; Mullan et al., 1992). Porém, as

®



areas testadas no atual estudo, foram de regides do cérebro que
apresentam evidéncia histopatolégica conclusiva de doenca de
Alzheimer.

Varias razoes podem ser responsaveis pela impossibilidade de
demonstrar mutagdes somaticas nesses exons dos cérebros dos
pacientes falecidos com doenca de Alzheimer. As técnicas usadas para
rastreamento das mutacodes, tais como DGGE, podem ter falhado na
demonstracdao de uma mutagado existente. Essa possibilidade é porém
remota, dado a comprovada especificidade e sensibilidade das técnicas
usadas, com taxas de deteccdo de mutacao bem acima de 15% (Myers et
al., 1985). Além disso, um controle positivo que incluia uma mutacao
conhecida dentro de um dos dois fragmentos foi claramente
demonstrada, com um padrdao de migracao anormal, que era diferente
das amostras ndao mutantes, cujo padrao era normal. Além do mais foi
feito sequenciamento direto dos casos suspeitos, o que torna
improvavel a possibilidade de nao deteccao de qualquer mutacéo
existente.

Outra possibilidade é que as mutagdes somaticas ocorram nesse
gene, em pacientes com doenca de Alzheimer, mas ndo na populagao
testada ou nos exons testados. As amostras analisadas incluem
pacientes acometidos pela doenca de Alzheimer, forma esporadica, de
inicio tardio, de trés diferentes origens étnicas: alema, japonesa e
americana. Existe a possibilidade de que mutacdes somaticas acometam
outros pacientes com doenca de Alzheimer, com outras origens étnicas,
ou portadores da doenca porém com fenotipos diferentes (por exemplo,
inicio precoce, esporadica).

Seja qual for a real explicagdo, mutagcdes somaticas estruturais
dentro da regiao do gene APP que codifica a proteina R A4,
provavelmente ndo ocorrem em cérebros de uma populagédo grande, nao
selecionada, portadora de doenca de Alzheimer, forma esporadica, de
inicio tardio.



Os achados negativos podem ter varias implicacdes. Primeiro, podem
ser um indicio de que o depdsito de amiléide nao seja um fator
contribuinte importante ou nem mesmo um evento primario na
patogénese da doenca de Alzheimer. Esse conceito é suportado pelo fato
de existirem depédsitos de amiloide em cérebros de pacientes com
funcdo cognitiva intacta e presumivelmente normal (Selkoe, 1994).
Segundo, isso pode indicar que outros genes que afetam o acumulo de
amiloide, tais como S182(presenilina 1), E5-1 (presenilina 2) e STM-2 (9-
11), possam estar envolvidos somaticamente na patogénese da doenca
de Alzheimer.

A frequéncia do genotipo Apo E encontrada foi intrigante. Como
mencionado anteriormente, a maioria dos pacientes com doenca de
Alzheimer comprovada apresentam pelo menos um alelo E4. Na
populacdo testada de pacientes norte-americanos, a taxa de Apo E4, o
alelo que confere um aumento na susceptibilidade para desenvolver a
doenca de Alzheimer, é de 22.4% se comparado a 16% na populacéo
geral na literatura (Scott, 1993). Resultados similares mostrando a né&o
existéncia da associagcao entre o alelo E4 e doenca de Alzheimer, forma
esporadica, tém sido descritos em pacientes suecos (Lannfelt et al.,
1994) e nigerianos (Osuntokun et al., 1995). Esses achados podem ser
tomados como indicadores da existéncia de outros genes, que ndo o
APo E, responséaveis por conferir uma susceptibilidade, na patogénese
da doencga de Alzheimer forma esporéadica.

Em conclusdao, nenhuma mutacao somatica pdéde ser demonstrada
em cérebros de pacientes portadores da doenca de Alzheimer, forma
esporadica, nos exons 16 e 17 do gene APP. A hip6tese de que mutacdes
somaticas possam sustentar o desenvolvimento da doenca, necessita
ser mais profundamente explorada, através da analise de diferentes
populagdes de pacientes com diferentes fenotipos (formas ) da doenga.
Adicionalmente outros genes, tais como S$182, STM-2 e E5b-1, que
presumivelmente possam levar a achados  histopatolégicos
semelhantes, devem ser adequadamente estudados.



VI - APENDICES



Apéndice 1

Condicoes descritas como causas de
memaoria ou outras alteracoes cognitivas

*Disturbios de meméria idade-relacionados ou
Esquecimento Senescente Benigno

*Retardo mental e desordens do desenvolvimento
*Delirium

*Desordens Cardiovasculares
Deméncia multi-infarto
Arritmias cardiacas
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Oclusao vascular
Doenca de Binswanger
Sindrome do arco aértico
Ma formacéao arteriovenosa

*Psicopatologia
Depressao ou outras desordens do humor
Ansiedade
Parafrenia
Psicose reativa
Esquiofrénia
Desordens de stresse pds-traumaticas
Histeria
Desordens dissociativas (Sindrome de Ganser)
Desordens facticias
Desordens de ajustamento

deficit

de



*Doencas do Sistema Nervoso Central
Doenca de Alzheimer
Doenca de Pick
Doenca de Huntigton
Doenca de Parkinson
Parkinson-deméncia complexo de guam,esclerose lateral
amiotrofica.
Doenca de Hallervorden-Spatz
Esclerose multipla
Distrofia muscular
Carcinoma (efeito remoto)
Degeneracdes espinocerebelares
Epilepsia miocldénica progressiva
Paralisia supranuclear progressiva
Outras desordens raras, incluindo doenca de Kufs,
Leucodistrofia metacromaética de inicio tardio

*Trauma

Lesbes cerebrais-traumas abertos ou fechados ¢/ contusao cerebral
Deméncia pugilistica

*Intoxicacdes
Alcool |
Drogas ou combinacgdes de drogas
Medicacdes: esterdides adreno-corticais, compostos para

alergia, agentes anti-inflamatérios, antidepressivos,
antihistaminicos, anti-hipertensivos, atropina e correlatos,
barbitdricos,benzodiazepinicos,brometos,
descongestionantes, diuréticos, neurolépticos, analgésicos
opidides, fenotiazinas, sulfoniluréias; também aspirina,
cimetidina, clonidina, digitalicos, dissulfiram, flufenazina,
haloperidol, insulina, carbonato de litio, metildopa,
fenitoina, propranolol, ranetidina Qualquer agente quimico
usado em drogas (ex.: cola para heroina)



Aluminio

Metais pesados (arsénico, manganés, mercurio, talio)
Compostos organicos (organofosforados, solventes, pesticidas)
Monoéxido de carbono

*Hipdxia e andxia
Parada cardiaca
insuficiéncia cardiaca severa

*Infec¢oes
Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids)
Deméncia relacionada a Aids
Infeccoes oportunistas
Meningites ou encefalites bacterianas
Encefalites herpéticas
Encefalites por parasitas
Doenca de Creutzfeldt-Jacob
Sindrome de Gerstmann-Straussler
Kuru
Doenca de Wipple
Leucoencefalopatia multifocal progressiva
Neurosifilis
Endocardite
Paresia generalizada
Influenza
Pneumonia
Tuberculose

*Estados Carénciais
Sindrome de Wernicke-Korsakoff (deficiéncia de tiamina)
Pelagra (deficiéncia de vitamina B6)
.Deficiéncia de Folato
Deficiéncia de Vitamina B12 ou anemia perniciosa
Doencga de Marchiafava-Bignami



*Desordens Metabdlicas e Enddcrinas
Hipo e Hipertireoidismo
Hipo e hipercalcemia
Insuficiéncia Hepatica
Doenca de Wilson
Degeneracao hepatolenticular ndo-Wilsoniana
Insuficiéncia renal
Encefalopatia por dialise
Hipo e Hiperglicemia
Sindrome de Cushing
Hipopituitarismo
Doenca de Addison
Hiperlipidemia
Porfiria
Anemia (severa)
Hipo e hiperparatireoidismo
Distirbios hidro-eletroliticos incluindo hipo e hipernatremia,
hipercapnia

*Condig¢des Intracranianas
Tumores cerebrais intracranianos primarios
Metastases (carcinomas, leucemias, linfomas, sarcomas)
Tumores cerebrais
Abcessos cerebrais
Hematoma subdural
Hidrocéfalo de pressao normal
Acidente cérebro vascular
Micro-infartos corticais
Deméncia lacunar
Doenca embdlica cerebral

*Desordens vasculares do colageno
Sindrome de Behcet
Lupus eritematoso disseminado
Arterites temporais
Vasculites



*Outras Desordens
Epilepsia
Sarcoidose
Restricdo sensorial (incluindo deficit visual e auditivo)

Fonte: US Veterans Administration, Dementia Guidelines for Diagnosis and Treatment
2nd edn. , Office of Geriatrics and Extended Care, Washington DC 19889.



Apéndice 2

Critérios diagnodsticos para Deméncia do tipo
Alzheimer do Manual Estatistico e Diagndstico da
Associacao Americana de Psiquiatria (DSM-IV)

A. O desenvolvimento de deficits cognitivos multiplos manifestos por
ambos:
(1) deficit de memédria (reducdo da habilidade de aprender novas
informagdes ou recordar informagdes previamente aprendidas).
(2) um (ou mais) dos seguintes disturbios cognitivos:
(a) afasia (disturbio de linguagem);
(b) apraxia ( reducao da abilidade em executar atividades
motoras apesar de apresentar funcdo motora intacta);
(c) agnosia (incapacidade de reconhecer ou identificar objetos
apesar de apresentar funcao sensorial intacta);
(d) disturbio da funcdo executora (exemplos: planejamento,
organizagao, sequenciamento, abstracéo).

B. Os deficits cognitivos dos critérios A1 e A2 isoladamente interferem
significativamente nas fungdes sociais e ocupacionais e representam um
declinio significativo em relacao ao nivel prévio de funcionamento.

C. O curso é caracterizado por inicio gradual e declinio cognitivo
progressivo e continuo.

D. Os deficits cognitivos dos critérios A1 e A2 ndo se devem a nenhum
dos seguintes:

(1) outra condi¢cdo do sistema nervoso central que cause deficit
progressivo da memoaria e cognicdo ( exemplos: doenga cérebro-
vascular, doenca de Parkinson, doenga de Huntington, hematoma
subdural, hidrocéfalo de pressao normal, tumor cerebral);
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(2) doengcas sistémicas sabidamente causadoras de deméncia
(exemplos: hipotireoidismo, deficiéncia de vitamina B12 e acidofélico,
deficiéncia de niacina, hipercalcemia, neurosifilis, infeccdo por HIV);

(3) condicbes induzidas por substéncias.
E. Os deficits nao ocorrem exclusivamente durante o curso de delirium.

F. Os disturbios ndo se devem a desordens tais como Depressdo maior
ou esquizofrenia.

O cédigo usado no DSM-1V é baseado na data de inicio da
doenca e achados predominantes, como se segue:

e de inicio precoce: se o inicio ocorre até a idade de 65 anos:

290.11 com Delirium: superposicdao de delirium e deméncia;
290.12 com Delirio: idéias delirantes como sintoma predominante;
290.13 com Humor Deprimido: humor deprimido como caracteristica
predominante (incluindo apresentagdes que preencham os critérios para
depressiao maior). Nao foi feito o diagndstico isolado de desordem do
humor devido a qualquer condicdo médica;

290.10 nao Complicada: caso nenhum dos acima predomine na atual
apresentacao clinica.

ede inicio tardio: se o inicio ocorre apds os 65 anos de idade:

290. 3 com Delirium: superposicao de delirium e deméncia;
290.20 com Delirio: idéias delirantes como sintoma predominante;
290.21 com Humor Deprimido: humor deprimido como caracteristica
predominante (incluindo apresentacdes que preencham os critérios para
depressao maior). Nao foi feito o diagnodstico isolado de desordem do
humor devido a qualquer condicao médica;

290.0 nao Complicada: caso nenhum dos acima predomine na atual
apresentacao clinica.



Apéndice 3

Critérios diagndsticos para Deméncia na doenca
de Alzheimer de acordo com a Classificacao de
Transtornos Mentais e de Comportamento da
Classificacao Internacional das Doencas - CID-10
(10* Revisao) da Organizacao Mundial de Saude

FOO - Deméncia na Doenca de Alzheimer

Diretrizes diagndsticas

(a) Presenca de uma deméncia.

(b) Inicio insidioso com deterioracao lenta. Embora o inicio usualmente pareca
dificil de ser determinado no tempo, a percepcao pelos outros de que os
déficits existem pode ocorrer repentinamente. Um aparente platé pode

aparecer na progressao.

(c) Auséncia de evidéncia clinica ou achados de investigagcdes especiais que
sugiram que o estado mental possa ser decorrente de outra doenga
sistémica ou cerebral, a qual possa induzir uma deméncia (p.ex. hipo-
tireoidismo, hipercalcemia, deficiéncia de vitamina B12, deficiéncia de

niacina, neurosifilis, hidrocefalia de pressao normal ou hematoma subdural).

(d) Auséncia de inicio subito, apoplético, ou de sinais neuroldgicos de lesao
focal, tais como hemiparesia, perda sensorial, defeitos do campo visual e
incoordenacdo, ocorrendo precocemente na doengca (embora esses

fendmenos possam se sobrepor mais tarde).



F00.0 - Deméncia na doenca de Alzheimer de inicio precoce

Diretrizes diagndsticas

Como para deméncia de Alzheimer, iniciando-se antes da idade de 65
anos.Ha deteriorizacdo relativamente rdpida, com marcantes e
multiplos transtornos das funcbes corticais superiores. Afasia,
agrafia, alexia e apraxia ocorrem relativamente cedo no curso da
deméncia, na maioria dos casos.

F00.1 - Deméncia na doenca de Alzheimer de inicio tardio

Diretrizes diagndsticas

Como para deméncia, descrita acima, com atencgao para a presenca ou
auséncia de aspectos que diferenciem o transtorno do subtipo de inicio
precoce.



Critérios diagndsticos da doenca de Alzheimer de
acordo com “National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer’s

Disease and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA) Work Group”

1.0s critérios para o dignéstico clinico de PROVAVEL doenca de
Alzheimer incluem:

- deméncia estabelecida por exame clinico e documentada por testes
psicométricos tais como o Mini Mental State Exam e Blessed
Dementia Scale ;

- deficits em duas ou mais 4reas de cognicao;

- piora progressiva da memaodria e outras fungcdes cognitivas;

- infcio entre 40 e 90 anos de idade, frequentemente apds 65 anos;

- auséncia de desordens sistémicas ou outras doencas cerebrais que
possam ser responsabilizadas pelo deficit de meméria e cognicao.

2. O diagnéstico de PROVAVEL doenca de Alzheimer é apoiado em:
- progressiva deterioracao de fungcdes cognitivas especificas tais
como linguagem (afasia), habilidades motoras {(apraxia) e
percepcao (agnosia);
- incapacidades nas atividades de vida diaria e alteragcdao nos
padrdes de comportamento;
- histéria familiar de desordens similares, principalmente com
confirmacao neuropatoldgica;
- resultados laboratoriais:
*pungao lombar normal avaliada por técnicas padronizadas;
*eletrocardiograma normal ou com alteragdes inespecificas;
*evidéncias de atrofia cerebral a tomografia computadorizada
de cranio com progressao documentada em exames seriados.
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3.0utros achados clinicos consistentes com o diagnéstico de
PROVAVEL doenca de Alzheimer, ap6s exclusdo de outras causas
de deméncia, incluem:

- plateaus no curso de progressao da doencga;

- associagcdo com sintomas de depressao, insdnia, incontinéncia,
delirios, ilusdes, alucinacdes, agressividade verbal, fisica, perda
de peso, desordens sexuais ou emocionalismo;

- outras anormalidades neuroldgicas, principalmente na doenca
mais avancgada, incluindo-se sinais motores tais como aumento
do tonus muscular, mioclonus ou desordens de marcha;

- crises convulsivas na doenca avancada;

- tomografia computadorizada de cranio normal para a idade.

4. Achados que tornam o diagnéstico de PROVAVEL doenca de
Alzheimer improvavel ou incerto, incluem:

- inicio subito;

- sinais neuroldgicos focais, tais como, hemiparesia, perda
sensorial, e perda de coordenacdo, precocemente, no curso da
doenca;

- convulsdoes e distiurbios de marcha, no inicio ou muito
precocemente no curso da doenca.

5. O diagnostico clinico de POSSIVEL doenca de Alzheimer:

- pode ser feito baseando-se nhum quadro de sindrome demencial,
na auséncia de desordens neuroldgicas, psiquiatricas ou
sistémicas que possam ser responsabilizadas pelo quadro de
deméncia, levando-se em consideracao data de inicio,
apresentacao e evolucgao;

- pode ser feito na presenca de desordens sistémicas ou cerebrais
capazes de produzir quadros demenciais, mas nédo consideradas
como causa da deméncia em questao;

- pode ser usado em pesquisas cientificas quando existe um uUnico
deficit cognitivo severo gradualmente progressivo na auséncia de
outra causa identificavel. .

6. Critérios para o diagndstico DEFINITIVO de doenca de Alzheimer:

- critérios diagnésticos de provavel doenca de Alzheimer e
evidéncia histopatoldgica obtida por bidpsia ou autdpsia.

O



7. A classificacao da doenca de Alzheimer para fins de pesquisa deve
especificar as caracteristicas que tornam possivel a diferenciacao da
desordem em sub-tipos, tais como:

ocorréncia familiar

inicio antes dos 65 anos de idade

presenca de trissomia-21

co-existéncia de outras condi¢codes, tais como, doenca de
Parkinson.



Apéndice 5

Abreviaturas

pares de bases (base pairs)
eletroforese em gel de gradiente desnaturante
dimetilsulféxido

acido deoxirribonucléico
deoxi-nucleotideo trifosfato
deoxi-tirosina trifosfato

acido tetra etileno diaminico
enzyme-linked immunossorbent assay
subunidade e ligada a proteina gestimulatoéria (forma ativa)
Kilo bases

constante de dissociacao
nucleotideos

eletroforese me gel de poliacrilamida
reacdo de cadeia da polimerase
filamentos helicoidais pareados
presenilina 1

presenilina 2

radioimunoensaio

dodecil sulfato

superoxidodismutase

tampao tris-acetato de sédio - EDTA
N,N,N’,N’ - tetrametiletilenodiamino
tris-hidroximetilaminometano
unidade de absorvancia

ultra violeta
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