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PCR - RFLP COMO DIAGNOSTICO MOLECULAR PARA DOENCA DE ALZHEIMER

RESUMO: (INTRODUCAQ) A doenga de Alzheimer (DA) ¢ um tipo de deméncia
caracterizada pela degeneragao progressiva ¢ seletiva das populagdes de neurdnios no cortex
entorrinal, no hipocampo, nos cortices de associagio de ordem superior das regioes
temporal, frontal e parietal. Foi descrita em 1907 pelo médico neuropatologista alemao
Alois Alzheimer ao demonstrar a presen¢a de placas senis em cérebros de pacientes
acometidos de deméncia senil. O caréter genético comegou a Ser estudado em 1963 por
Lorsson e Sjogren ao verificarem maior freqiiéncia em familiares quando comparado a
populagdo. Estudos recentes tém demonstrado mutagdes em trés genes: APP, PS1 e PS2 nos
cromossomos 21, 14 e 1 respectivamente. O primeiro fator genético correlacionado a DA foi
o gene para apolipoproteina-E (apoE) presente no Cromossomo 19. Estudos revelam sua
associagdo com a proteina-p amiloide sugerindo atividade na remogdo de placas senis.
Especula-se que a apoE também atue no metabolismo e transporte de colesterol no cérebro,
por possuir distintos receptores hepaticos de lipoproteinas (receptor LDL e receptor ApoE).
Trabalhos tem mostrado que o alelo €4 ¢ responsavel por mais de 50% dos casos de
deméncia do tipo Alzheirmer acima de 65 anos, contudo ainda nfo ¢ plenamente conhecido
0 mecanismo que envolve a apoE coma DA. O diagnostico para a DA ¢ diferencial uma vez
que s6 pode ser confirmado por analise histologica de tecido cerebral. Este trabalho propde-
se a otimizar a técnica de PCR-RFLP desenvolvida por Hixon e Vernier, 1990 para
diagno6stico molecular para DA, uma vez que as condi¢des de reagdo conhecidas ndo se
aplicam a todas as situa¢des. (METODOLOGIA) A reagdo de PCR foi otimizada
empregando-se a metodologia proposta por Innis, 1990, na qual sdo estabelecidos parametro
para as reagdes com diferentes concentragbes de MgCl, primers, DNA, Tag-polimerase,
dNTPs e temperaturas de anelamento, desnaturacdo e extenséo. (RESULTADO) Obteve-se
melhor condigdes com Spmol de cada primer, 1.5mM de MgCl,, 1U de Tag-polimerase,
100uM de dNTPs e 100-200ng de DNA para volume final de 30puL. O programa da reagdo
inicia-se a 95°C por 5min, repetindo 35 ciclos de anelamento a 60°C-40s, extensdo a 70°C-
40s e desnaturagio a 94°C-40s. O produto de 244pb ¢ submetido a digestdo pela Hhal a
37°C-3h. (CONCLUSAO) Este trabalho mostra boa repetibilidade da metodologia
empregada por Hixon assim como a possibilidade de genotipagem empregando gel de

poliacrilamida 19:1, 8%, corado por prata, o que dispensa uso de material radioativo €

biotina, diminuindo os riscos € custos ao laboratoério.
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Introducdo

A fusio de dois ramos da ciéncia, psicologia € neurologia gerou uma nova linha do
conhecimento, a neuropsicologia, que pode ser definida como analise sistematica dos
distarbios de comportamento que se seguem a alteragoes da atividade normal do cérebro
causadas por doenga, lesio ou modificagdes experimentais, ou também como estudo da
relagdo cérebro-comportamento. Contudo, esse termo foi utilizado pela primeira vez em 1913
iniciando o desenvolvimento desta ciéncia juntamente com 0S trabalhos de Hebb em 1949.
(Engelhardt ef al., 1995a,b,c).

Os principais fatores que propiciaram a evolugdo da neuropsicologia foram a
integragdo das neurociéncias com as ciéncias do comportamento, a introdug@o de técnicas de
observagio do cérebro e/ou sua atividade (TC, RM, PE, PET, etc) e avangos na
neurocirurgia, com o objetivo de possibilitar a restauragdo de fungdes psiquicas superiores
comprometidas por lesao cerebral. Atualmente, as técnicas de biologia molecular oferccem
novas ferramentas que possibilitam desvendar as origens de alguns distarbios cerebrais, bem
como do funcionamento normal que ndo seria possivel pelos métodos usualmente
empregados (Engelhardt e al., 1995c¢).

Dentre os distarbios neurologicos, a deméncia € classificada segundo Organizagao
Mundial da Saide - OMS em 1993, na sua 10 revisdo, como: “é uma sindrome decorrente de
uma doenca cerebral, usualmente de natureza cronica ou progressiva, na qual ha perturbagao
de multiplas fungdes corticais superiores incluindo memoria, pensamento, orientagao,
compreensdo, calculo, capacidade de aprendizagem, linguagem e julgamento, sem que,
contudo haja obnubilagdo de consciéncia”. Ocasionalmente, o comprometimento de fungdes

cognitivas sdo acompanhados por deterioragio no controle emocional, motivagdo,
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comportamento social, sendo responsavel por parte dos casos de depressao em idosos. Esta
sindrome ocorre na doenga de Alzheimer, na doenga cerebrovascular ¢ em outras condigdes
que, primariamente ou secundariamente, afetam o cérebro.

A Doenga de Alzheimer (DA) € apontada como responsavel por 50 a 60% dos casos,
sendo seguida pelas deméncias vasculares (25-30%) ¢ pelas deméncias reversiveis (5-10%) —
(Katzman, 1986, Franglioni ez al, 1991; Sayeg, 1991, Hachinski, 1992; Bachman ef al., 1993;
Breitner ef al., 1993; Drachman, 1993: Fraga Jr., 1996; Carraro, 1996; Corréa, 1996) (Figura

1).

Distribuigcdo dos Tipos de Deméncia

Outros tipos
de deméncias
Deméncias
Reversiveis
LS
Doenca de
Deméncias Alzheimer

Vasculares

Figura 1. Distribuigdo de freqiiéncia dos tipos de deméncia.

Um dos reflexos da sociedade moderna ¢ o aumento da longevidade decorrente da
melhoria das condi¢des de suporte a vida oferecida pela medicina, fato este que vem
provocando um crescimento progressivo da porcentagem de idosos em rela¢do ao restante da
populagdo. Contudo, esse fenomeno reflete de forma negativa em relagao a doenga, uma vez
que sua incidéncia aumenta como o aumento da idade. Por volta dos 65 anos, ela acomete 5 a
10% dos idosos e aos 85 anos, aproximadamente 47% (Laks et al., 1995; Katzman, 1986;
Bachman ef al_, 1993; Kokmen et al., 1993, Carraro, 1996; Corréa, 1996).
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O aumento Progressivo dos casos de deméncia decorrente do crescimento da
populagdo de idosos nao ¢ um fendmeno restrito aos paises desenvolvidos, uma vez que, a
partir de 1960, mais da metade da populagdo mundial acima de 65 anos vive nos paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. A previsdo para o ano 2000 é que ocorrera um
aumento de 120% da populagdo mundial, enquanto que 2a populagio acima de 60 anos
aumentara em 236%, merecendo atengao especial no que diz respeito a esta crescente parcela
da populagdo (Laks ef al., 1995; Kalache and Veras, 1987; Veras ef al., 1987; Ramos ef al.,
1987; Veras et al., 1990, Veras, 1988; OPS, 1994; Gorzoni and Lima, 1995).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1995), revelam que a
tendéncia mundial de envelhecimento populacional ¢ acentuada no Brasil, uma vez que a
populagio acima de 60 anos, em 1950, saltou de 2 milhdes (4,8% da populagao brasileira)
para quase 11 milhdes em 1991, (7.3% da populagao); € esta prevista ser de 27 milhdes em
2025 (12,1% da populagdo). Estudos mostram que de 11 a 15% desta crescente parcela da
populacio apresenta um declinio intelectual anormal, de grau moderado a grave o que torna a
deméncia um problema de satde publica de grande importancia (Katzman, 1986, Fraga Jr.,
1996; Carraro, 1996; Ramos et al., 1987, OPS., 1994; Corréa, 1996).

Quanto ao aspecto socio-econdmico, dados estatisticos demonstram que nos EUA,
em 1986 foram gastos de 25 a 40 bilhdes de dolares, e estimativas prevéem um gasto de 720
bilhdes de dolares em 2030. Atualmente. a DA custa a cada ano a sociedade norte-americana
cerca de 80 bilhdes de dolares. Apesar de ndo haver dados concretos sobre a doenga no Brasil,
¢ possivel estimar seu elevado custo para 0 nosso pais (Sayeg, 1991).

Os aspectos econdmicos tornam-se relevante se comparado ao efeito social da DA
sobre o paciente e familiares, uma vez que a doenga ja no estado de moderado a avangado
compromete as relagdes sociais, frequentemente acompanhado de depressao, perda das
capacidades motoras e de julgamento.

Deste modo, os recursos da medicina moderna que levam a maior longevidade
devem se somar a estudos que garantam a preservacdo das fungdes neurologicas, para que
realmente represente ganho ndo somente no tempo, mas também na qualidade de vida da
crescente populagao de idosos.

Atualmente, as técnicas de biologia molecular ganham espago tanto na compreensao
das vias de desenvolvimento das doengas neurologicas, como também, se associam ao

tratamento convencional de modo a obter resultados mais expressivos no tratamento.



2 — Objetivo

O presente trabalho teve por objetivo padronizar a técnica de PCR associada a RFLP
para detecgdo do alelo &4 determinado como fator de risco para Doencga de Alzheimer na

forma familiar tardia e realizar um estudo preliminar das freqiiéncias alélicas e genotipica

para Apolipoproteina E.



3 - Revisdo Bibliografica
3.1. Manifestagdes clinicas

No inicio, a DA ¢ insidiosa e sutil, com alteragdes mais observaveis primeiramente
na memoria para acontecimentos recentes e outros aspectos da atividade mental. Disturbios
emocionais, como depressdo, ansiedade ou episodios peculiares ou imprevisiveis de
comportamento, podem ser sinais salientes nas fases iniciais. A progressdo ¢ em geral lenta ¢
gradativa e, a menos que sobrevenham outras doengas, podera persistir por 10 anos, ou mais
(Beal et al., 1991).

A seguir aparecem sintomas de disfungao cortical pre-frontal tais como dificuldade
1o raciocinio abstrato. no planejamento e julgamento. O calculo e as habilidades visio-
espaciais apresentam-se ja com grande comprometimento.

Nos estagios intermediarios inicia-se a afasia fluente, com dificuldade em nomear
objetos e escolher a palavra correta para expressar a idéia. A afasia é progressiva evoluindo
para disturbio afasico sensorial.

A apraxia aparece nos estagios intermediario e grave da doenga impedindo o
paciente de prover suas necessidades basicas pessoais como cuidados de higiene pessoal,
alimentagdo e no vestir (Laks er al, 1995). A despeito de preservar sua fala, seus
desempenhos motores e sua boas maneiras sociais, 0s pacientes de Alzheimer ndo sao capazes
de manter o emprego ¢ mais cedo ou mais tarde tornam-se sem condi¢des de lhe dar com as
atividades cotidianas. E comum uma perda do relacionamento afetivo, que os parentes podem

descrever como superficialidade ou falta de interesse. Decisdes insensatas com relagao a



propriedade ou aos investimentos sio feitas com fregiiéncia durante €sses estagios iniciais da
doenca, especialmente s¢ um membro da familia protetor nao esta disponivel para intervir.
Comumente ocorrem Sinais de mau julgamento ¢ uma deterioragao dos relacionamentos
sociais (Damasio, 1992).

O estagio final ¢ marcado por afasia e apraxia totais, espasticidade € incontinéncia
esfincteriana. Essa seqiiéncia segue a descrigao por Reisberg para elaborar sua Escala de
Deterioragdo Global (GDS), no qual o estagio 1 ndo apresenta declinio cognitivo, no estagio 2
o declinio cognitivo é leve, e 0s estagios de 3 a 7 sdo definidos, respectivamente, como
apresentando declinio leve, moderado, moderadamente grave, grave € muito grave (Laks ef al,

1995).

3.2. Historico

O conceito de deméncia comegou a Ser desenvolvido no século passado com 0s
trabalhos de Esquirol em 1816 ao diferenciar deméncia de idiotia ou deficiéncia mental
congénita. Em 1838, utilizou-se o termo deméncia senil pela primeira vez. Kraepelin em
1896, estudando cérebro de individuos demenciados, verificou que alguns apresentavam
infartos devido a aterosclerose, outros apenas atrofia e em outros havia associagdo de ambas
as alteragdes (Sayeg, 1991).

Os estudos de Alois Alzheimer, médico neuropatologista alemdo, em 1907
demonstraram que certas lesdes ndo poderiam ser imputadas somente a aterosclerose,
constatando a presenca de placas senis em cérebros de pacientes acometidos de deméncia
senil. Descreveu esse tipo de deméncia, de apresentagdo precoce, em uma mulher com 55
anos que ha mais de 4 apresentava quadro demencial. Encontrou em seu cérebro, além das
conhecidas placas senis, um tipo de lesdo descrita por ele como degeneragdo neurofibrilar
(Sayeg, 1991).

O carater genético da DA comegou a ser questionado pelos autores Lorsson e
Sjogren em 1963, ao observarem que a freqiiéncia de casos semelhantes era maior nos
familiares de um paciente com deméncia senil quando comparado com a freqiiéncia na
populagdo (Sayeg, 1991). Este evento, norteou 0s estudos de Strittmatter e outros, levando-os
a demonstrar em 1993 que o gendtipo para apolipoproteina-E (ApoE) estava relacionado com

o risco de desenvolvimento de DA sendo o primeiro fator genético descrito para doenga
(Smith et al., 1998).



Atualmente, sabe-se que 2 etiologia desta doenca ¢ bastante complexa. sendo
deseritos cinco diferentes loci génicos que [he conferem suscetibilidade hereditaria nas formas
precoce, primeiros sintomas entre 35 e 55 anos, ¢ tardia com primeiros sintomas entre 55 e 65
anos. A proteina f-amiloide tem sido relacionada a forma precoce da doenga com mutagao no
cromossomo 21, juntamente com as proteinas presinilina 1 € presinilina 2 nos cromossomos
14 e 1, respectivamente. Dele¢ao no gene para enzima conversora da angiotensina — dipetidil
carboxipeptidase (DPC1) e o alelo g4 da apolipoproteina E incrementam O risco de
desenvolvimento da DA na forma tardia. Este altimo, seria responsavel por mais de 50% dos
casos tardios, isto €, em paciente acima de 65 anos. As segregagdes para todas as formas,
precoces ou tardias, demonstram que DA é uma doenga autossdmica dominante (Sherrington
et al., 1995; Clark et al., 1995; Gustafson ef al., 1998; Morelli ez al., 1998, Li et al., 1998,
Kehoe et al., 1999).

3.3. Patogenia

A DA ¢ causada por uma degeneragao progressiva e seletiva das populagdes de
neurdnio no cortex entorrinal, no hipocampo, nos cortices de associagdo de ordem superior
das regides temporal, frontal e parietal, e em alguns nucleos subcorticais no prosencefalo
basal (nticleos septais e niicleo basal) e tronco cerebral (locus cerlileo). A lesdo neuronal e a
perda associada da densidade simpatica incapacitam varias tramas neuronais essenciais para o
aprendizado e recuperagao de memorias (Carraro, 1996). Por si, 0 componente cortical da
lesido explicaria os efeitos proeminentes da memoria nos pacientes de Alzheimer. Além disso,
a lesdo aos neurdnios colinérgicos no prosencéfalo basal resulta numa perda da liberagao de
acetilcolina no cortex cerebral, enquanto a lesdo no locus ceruleo do tronco cerebral impede a
liberagdo de noradrenalina para o cortex cerebral (Carraro, 1996). Histologicamente, 0s
neurdnios enfermos apresentam emaranhados neurofibrilares citoplasmaticos compostos de
filamentos helicoidais pareados visiveis com corantes como vermelho Congo e tioflavina
(Carraro, 1996) (Figura 2).
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Figura 2.
As duas imagens mostram atrofia primaria difusa em Doenca de Alzheimer e cortex
cercbral com placa senis. As areas atrofiadas sio mais acentuadas nos 1obulos frontal

¢ temporal.

A alteragio estrutural mais proeminente consiste em placas amildides contendo
fragmentos neuronais degenerados, todas circundando um pequeno niicleo denso de material
amiloide, contudo estas placas neuriticas estdo presentes nos cérebros de pessoas idosas
normais, diferindo do doente apenas pela quantidade, o que levou alguns investigadores a
acreditarem que a deméncia de Alzheimer poderia apresentar uma forma acelerada de

envelhecimento cerebral em vez de ser uma doenga convencional (Carraro, 1996).

3.4. Vias da Apolipoproteina E e DA.

As apolipoproteinas sdo proteinas existentes no sangue e que se ligam aos lipidios
atuando como transportadoras de triacilglicerois, fosfolipidios, colesterol e ésteres do
colesterol, entre varios orgdos. As apolipoproteinas (“apo”designa a fracdo de proteina na sua
forma livre de lipidios) podem combinar-se com varios tipos de lipidios para formar varias
classes de particulas lipoproteicas(quilomicrons) formando os agregados esféricos com
lipidios hidrofobicos no centro €, na superficie, as cadeias laterais proteicas hidrofilicas e os
grupos cabega de lipidios (Nelson and Cox, 1995).

A apoE, apoB-48 e apoGII formam os quilomicrons que sdo as maiores particulas
lipoproteicas transportando os triacilglicerois captados nas células epiteliais do intestino
delgado, passando através do sistema linfatico para chegar até a corrente sangiiinea para
serem aproveitados pelos tecidos. Os remanescentes dos quilomicrons juntamente com as

lipotroteinas desprovidas da maior parte dos seus triacilglicerois, mas ainda contendo
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Figura 3.

Diagrama esquemético da proteina precursora da B-amiloide e seus principais derivados metabolicos. (a) A forma
maior com 770 aminodcidos. Um peptidio sinal de 17 residuos apontado N-terminal. Dois exons splicing
alternativos de 56 ¢ 19 aminoacidos sdo inseridos no residuo 289; o primeiro contem um dominio inibidor da
protease serina do tipo Kunitz (KPI). Um simples dominios transmembrana (TM) no aminodcido 700-723 ¢ indicado
pelas linhas verticais. O fragmento da proteina B-amildide inclue 28 residuos fora 12-14 residuos do dominio
transmembrana. (b) Apds o residuo 687, indica a clivagem proteolitica constitutiva feita pelas proteases designadas
o-secretase que possibilita a secre¢io do segmento maior soliivel do ectodominio da APP (APP-ut). enquanto o
fragmento C-terminal fica retido na membrana. O fragmento C83 pode ser clivado pela protease designada -
secretase no residuo 711 ou 713 para liberar o peptidio p3. (¢) A proteolise alternativa apos o residuo 671 pela
enzima B-secretrase que resulta na secregio da molécula truncada APP-B e reten¢do do fragmento C-terminal com
99 residuos (C99). O fragmento C99 pode ser clivado pela y-secretase para liberar o peptidio fA.

A regido C-terminal da BA ¢é heterogénea com peptideos alternando entre residuos de
peptideos. O significado desta hererogeneidade comegou a ser entendida por estudos
imunoquimicos usando anticorpos que reconhecem seletivamente as formas 40Val e 42Ala da
BA. Foi possivel demonstrar que a forma 42Ala € a primeira a ser depositada em cérebro de

pacientes com DA e Sindrome de Down (Selkoe, 1998).



)))))))}))))))))'))'l)))')))))))))))‘J)))J)))'}}i})))l

12

Estudos de progressdo temporal para formagdo de placas em cérebros de pacientes
acometidos pela sindrome, tem demonstrado que o peptideo BAs; pode formar numerosas
placas difusas em pacientes com apenas 12 anos de idade, enquanto a forma BAgy sdo
depositadas duas décadas depois em pacientes com DA ¢ Sindrome de Down. Estudos
bioquimicos mostraram que o peptideo BAsz, com os dois residuos hidrofobicos adicionais
(isoleucina e alanina), agregam dentro das fibras amiloides mais rapidamente do que os
peptideos da forma BA4 (Selkoe, 1998).

3.6. Biologia das presinilinas

Presinilinas (PS1 e PS2) sio proteinas de membrana de mamiferos altamente
homologas principalmente localizadas no Reticulo Endoplasmatico (RE) e Golgi, com fungdo
ainda ndo precisamente determinada. PS1 pode interagir com proteinas de membrana para
servir de componente intracelular do complexo de adesdo célula-célula. Delecdo no gene PS1
em camundongos produz um fenétipo embrionario letal caracterizado pela severa
semitogénese desordenada e alteragdes esqueléticas como no desenvolvimento cerebral
seletiva a regido frontal (Clark et al, 1995)

Presinilinas sdo expressas com pouca abundancia em células nervosas devido a nao
protedlise do precursor para gerar os fragmentos N- e C-terminal. A protedlise constitutiva
cliva o sitio™ apontada no extenso loop citoplasmatico entre o sexto e sétimo dos oito
dominios transmembranicos da PS1 (Figura 4). Os niveis de presinilina NTFs e CTFs
(Fragmentos N e C Terminais) e aparentemente podem ser altamente regulados, uma vez que
a expressdo acentuada de PS1 em células transferidas ou camundongos geneticamente
alterados n3o incrementa os niveis de fragmentos. O excesso da holoproteina, ¢
provavelmente degradado por uma via proteolitica ainda ndo especificada (Selkoe, 1998).

As formas da presinilina apresentadas na célula pode ser o fragmento PS1 associado a
proteinas com tamanho aproximado de 150 kDa formando complexos. Fracionamento
subcelulares mostrou que a holoproteina PS1 reside principalmente nas vesiculas do RE, onde
ocorre a endoproteolise constitutiva formando os fragmentos que sdo enviados por vesiculas
ao Golgi para serem estabilizadas. A presinilina 1 e presinilina 2 sdo diferenciadas por

fosforilacdo citoplasmatica.
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Figura 4.

Diagrama quimico da presinilina 1 (PS1), indicando os oitos dominio transmembrana. O loop entre
TM6 e TM7 compreende a maior face citoplasmatica. As caixas indicam algumas da 50 mutagdes
identificadas ao longo da PS1 causando DA. As duas mutagdes indicadas em vermelho (Asnl4llle e
Met239Val) sdo homélogas para proteina PS2 causando DA. A seta em vermelho indica o sitio de
clivagem constitutiva na PS1.

Em familias com Doenca de Alzheimer precoce sio encontradas PS1 e PS2 com mais
de 50 mutagdes diferentes (Figura 4). Modelos transgénicos e celulares de cada mutagao em
PS1 e PS2 mostraram aumento seletivo na produgdo de BAs;, podendo refletir diretamente no
aumento especifico de placas BA4; em cérebro de pacientes com DA convencional carregando
mutagdes na PS1. Deste modo, a PS1 passou a ser apontada como atuante em eventos cruciais
na via da y-secretase ligando a DA a mutagdes seletivas por promover um aumento na

formagdo do residuo BA4; através da clivagem da PS1 pela y-secretase (Selkoe, 1998).



14

3.7. Diagndstico

3.7.1. Demencial e Diferencial

O diagnostico demencial deve ser iniciado verificando se existe, em verdade, um
declinio nas capacidades cognitivas e comportamentais indicativas de doenga neurologica
adjacente, pois muitos individuos idosos normais sentem impropriamente que suas
capacidades mentais estdo diminuindo. Esquecimento, especialmente de nomes proprios, €
comum em qualquer idade da vida, contudo o esquecimento benigno ndo é acompanhado nem
por amnésia para eventos sociais e pessoas recentes nem pelo comprometimento de
julgamento e tomada de decisdo. Um historico e entrevista para investiga¢do, junto com um
exame neurologico normal, podem excluir rapidamente a possibilidade de deméncia. Em
adigao, testes breves como o Minimental Status Examination ou escala de Blessed oferecem
medidas simples de capacidade psicologica que podem ser utilizadas para reforgar a confianga
do paciente em questdo (Damasio, 1992).

O diagnéstico diferencial é necessario uma vez que existem mais de 50 possiveis
causas de deméncia, porém muitas sio raras e a mais comum, a doenca de Alzheimer, tem um
perfil bastante distinto. Nao obstante, apenas a analise histologica do tecido cerebral na
necropsia oferece uma confirmagdo absoluta desta doenca, de maneira que o diagnéstico

clinico permanece sendo de exclusdo.

3.7.2. Diferencial por Biologia Molecular

3.7.2.1. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reag¢do em Cadeia da Polimerase ¢ uma nova ferramenta para biologia molecular
com grande efeito nas descobertas associadas a restricdo enzimatica e Southern blot. Por meio
dela € possivel detectar e amplificar fragmentos da complexa seqiiéncia do DNA gendmico,
para entdo serem analisados qualitativamente (Innis ez al, 1990). Kary Mullis, em meados de
1985, foi o responsavel por essa invengao, que lhe conferiu Nobel de medicina em 1993, oito

anos apos (Abrao ez al., 1994).
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O desenvolvimento dessa técnica foi possivel devido as propriedades da enzima
Taq-DNA polimerase obtida da bactéria termofila Thermus aquaticus, primeiramente isolada
em 1976. Quando foi descoberta, observou-se caracteristica particular — cataliza a
polimerizagdo de dNTPs em altas temperaturas - contudo nao foi previsto seu impacto para a
biologia molecular. Sua vantagem ¢ que enzimas extraidas de organismos mesofilos (37°C)
apresentam contaminantes que ndo sio ativos na temperatura 6tima da fag-polimerase.

O gene da 7aq ¢ de 2499 nucleotideos e 832 codons para aminoacidos. Possui massa
teorica de 93.900 Da e em gel, massa de 97.300 Da devido a formagdo de agregados. A
unidade ¢ definida pela incorporagio de 10nmol de dTTP radioativo a 80°C por 30 min.
Estudos de fidelidade da 7ag mostram taxa de incorporagio errada de 1,1x10™ e 2,5x10 por
fragmentos mutantes. Trocas T-C s3o mais freqiiéntes do que outros erros de incorporagio.

Atividade 6tima a 75-80°C, na qual incorpora em média 150 nucleotidios por segundo
por molécula de enzima. A incorporagio de nucleotidos diminui em temperaturas superior a
90°C. Perde atividade se submetida a Smin a 92,5°C e 6min a 97,5°C respectivamente.

A atividade enzimatica depende do cation bivalente MgCl, numa concentragdo 6tima
de 2mM. A taxa maxima de polimerizagio ¢ obtida com 0.7-08 mM de dNTPs. A
concentracdo de cation monovalente exerce efeito sobre a atividade da enzima, de modo que a
concentragao otima € de S0mM KClI, sendo inibida em concentragdes superiores a 75mM de
KCI. Outros ions como NaCl, NH4Cl e NH; ndo substituem o KCIL.

A reagao de PCR combina as propriedades da Tag polimerase para sintese in vitro de
DNA de modo a obter sinal amplificado de um segmento do DNA gendmico.
Fundamentalmente, a execugdo da PCR é simples e consiste na mistura de: amostra biologica
(DNA alvo). dois pequenos fragmentos de DNAs sintéticos (iniciadores ou primers,
especificos paro o gene de interesse) e enzima 7¢ ag-DNA polimerase. O aquecimento e
resfriamento desta mistura permite a desnaturagio da fita dupla do DNA, e ligagdo dos
iniciadores (primers) para que a enzima atue estendendo a fita simples, tornando-a fita dupla
de DNA novamente (Innis ef a/, 1990). Os passos da reagdo seguem a ordem:

a — Desnaturagao, 90-94°C; separagio da fita dupla inicial em duas fitas si mples,

b — Anelameto, 50-65°C:; ligagdo dos primers na regido especifica do gene,

¢ — Extensao, 70-72°C; temperatura na qual a 7ag-DNA polimerase € ativa, formando
nova fita de DNA a partir de uma fita simples molde,

d — Repetigio do ciclo de 25-45x, o que oferece multiplicagdo exponencial do

segmento alvo, podendo chegar até 10° copias.



16

Contudo, um simples protocolo ndo ¢ apropriado para todas situagdes, tornando
necessario a realizagdo de otimizagao (Innis ef al, 1990).

A técnica da PCR para detecgdo de mutagdes no gene que codifica a ApoE foi
empregada por Strittmatte ef al. em 1993, ao descrever 3 alelomorfos distintos: €2, €3 e €4, €
maior susceptibilidade aos individuos portador de duplo &4 (e4/e4) de desenvolver Alzheimer

(Smith ez al., 1998).

3.7.2.2. Técnica da RFLP

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) entende-se, em uma tradugdo
livre do termo, por polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita
dupla de DNA. Esta técnica foi empregada primeiramente ha 20 anos em estudos de detecgao
de mutacdes em DNA de virus, sendo posteriormente bastante utilizada para estudos de
polimorfismo em DNA de diferentes organismos.

Esta técnica se baseia em enzimas de restricdo, que possuem a capacidade de
reconhecer seqiiéncias especificas do DNA (sitios de restrigdo com 4 a 8 pares de base) onde
realiza o corte.

O polimorfismo pode ser determinado pela presenca ou auséncia de sitio de restrigao
para a enzima ou pelas diferentes posigdes destes sitios geradas por mutagdo de ponto,
inser¢do, delegdo, translocagdo ou inversdo, o que pode variar de individuo para individuo. O
polimorfismo devido a essas fontes de variabilidade, ¢ demonstrado pelo padrao de bandas

formadas em gel, conforme os tamanhos dos fragmentos produzidos pela enzima de restrigao.

3.7.2.3. Detecgdo por Eletroforese

O termo eletroforese ¢ geralmente aplicado para o movimento de pequenos ions €
moléculas carregadas em solugdes sobre influéncia de um campo elétrico. A taxa de migragao
depende do tamanho e forma das moléculas, de sua carga, da corrente aplicada e resisténcia
do meio. Em biologia molecular, os meios mais comumente empregados sdo compostos por
agarose, acrilamida a mistura agarose e acrilamida.

A eletroforese em géis de agarose, acrilamida ou composigdo de agarose-acrilamida
¢ comumente aplicada para separacdo de fita dupla de DNA em pH neutro. Nesta condigdo, o

DNA apresenta cargas negativas, migrando do catodo (-) para o anodo (+) da cuba e sua
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mobilidade depende dos comprimento dos fragmentos e ndo da composi¢do ou ordem das
bases (Ferreira and Grattapaglia, 1995).

Géis de agarose apresentam sensibilidade para analise de fragmentos préximos a 70
pares de base, em géis de agarose a 3%, até 800 000 pb em géis de agarose a 0.1%. Geis de
poliacrilamida sdo feitos de acrilamida e N, N -methylene bisacrylamida (bisacrilamida) em
mistura polimerizada pela adigdo de catalisador quimico. O potencial de resolucao destes géis
sdo determinadas pela concentragdo de acrilamida e propor¢do de bisacrilamida adicionada
como cruzamentos ligados. A malha formada tem capacidade de separagdo de fragmentos
com menos de 0,5% de diferenga de tamanho e detecgio de quantidades menores que
nanogramas de acidos nucléicos, de modo que, géis de poliacrilamida sdo indicados para
fragmentos entre 6pb (20% de acrilamida) a 1000pb (3% de acrilamida) (Ferreira and
Gattapaglia, 1995).

As bandas formadas no gel podem ser visualizadas por meio de brometo de etidio
acrescentado ao gel. Este reagente interpola-se entre as bases DNA no gel e emite luz visivel

quando exposto a comprimento de ondas do ultravioleta, marcando a posic¢do das banda.
3.8. Etica em pesquisa com seres humanos

A necessidade de progresso da ciéncia e tecnologia no campo da saide promoveu o
emprego do Meétodo Cientifico em pesquisas com seres humanos, contudo o
descomprometimento com principios ideologicos, proprio da ciéncia, pode conduzi-la a
caminhos diversos: a servigo da humanidade com fins nobres ou com fins prejudiciais. Deste
modo, varios organismos internacionais vém se preocupando com a questio da observancia de
principios éticos no desenvolvimento da pesquisa em seres humanos, com intuito de preservar
o principio da sacralidade da vida, e impedir a repeticdo de atrocidades vivenciadas no
passado recente (Oliveira, 1997).

A pesquisa em saude deve ter como fim (ltimo o estabelecimento de procedimentos,
meétodos e produtos para a prevengdo de doencas, a recuperagao ou a reabilitagdo da saide,
podendo ser de cunho preventivo, diagnostico e/ou terapéutico, sendo contudo movidas pelo
principio da beneficéncia, objetivando aumentar o bem-estar da ser humano (Fortes, 1998).

Este principio ético comegou a ser discutido semente apés os depoimentos obtidos nos
julgamentos dos médicos nazistas acusados por crimes atrozes contra prisioneiros utilizados

em pesquisas na Segunda Guerra Mundial (Oliveira, 1997; Fortes, 1998).
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As revelagdes trazidas com esses julgamentos fez surgir o primeiro documento de
repercussao internacional em 1947, denominado de Codigo de Nuremberg, o qual continha
dez regras emitidas pelo Tribunal Militar para orientar pesquisas em humanos. O documento
afirma que toda experiéncia deve ter como objetivo o bem da sociedade tendo em vista
resultados praticos que ndo possam ser obtidos por outros meios. Evoca a condigdo
autonémica das pessoas que se prestam a pesquisa, enfatizando a essencialidade da
informacao e do recolhimento do consentimento voluntario (Oliveira, 1997; Fortes, 1998).

Em 1964, a Associagio Médica Mundial aprova e promulga a Declaragio de
Helsinque, que tornou-se o documento fundamental no campo da ética em pesquisas
biomédicas. Sua contribuigio fundamental foi devido a introdu¢do do consentimento
informativo, o que confere autonomia do ser humano (Oliveira, 1997). Este documento sofreu
sucessivas revisdes, mais recentemente, em Somerset West/Africa do Sul (1996), reforga a
necessidade de que as pesquisas sejam analisadas, em sua fase de projeto, por comissdes ou
comités independentes que avaliem sua conformidade com as diretrizes éticas (Fortes, 1998).

Em 1993, o Conselho para as Organizagdes Internacionais das Ciéncias Médicas
(CIOMS), juntamente com a Organizagio Mundial da Satde (OMS), publica as Normas
Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres Humanos. O texto conta
com quinze diretrizes, e atenta para as peculiaridades das diferentes realidades existentes nos
paises em desenvolvimento. Reforga o principio da participagdo auténoma, da privacidade, da
confidencialidade e sigilo dos dados e a necessidade dos comités de éticas em pesquisa
(Oliveira, 1997, Fortes, 1998).

No Brasil, a preocupagdo de alertar e regulamentar as atividades de pesquisa
desenvolvidas pelos profissionais de satde teve inicio em 1988, quando o Conselho Nacional
de Saude (CNS) emitiu a Resolugdo n® 01/88, aprovando normas de pesquisas para a area de
saude. Para a época, esta resolugdo foi considerada um importante avango, pois estabeleceu
niveis de risco e forneceu orientagdes normativas para uma boa conduta ética. Sete anos apos,
a Comissdo Internacional de Ciéncia e Tecnologia (CICT) e o CNS atualizaram a resolugdo
em seus conceitos de bioética e restauraram possiveis lacunas geradas pelo desenvolvimento
cientifico (Oliveira, 1997; Fortes, 1998).

As novas normas publicadas na Resolugio de 196/96 foram fruto de uma ampla
consulta a comunidade, aos sujeitos da pesquisa e aos meios cientificos. Procurou abranger
representantes das areas tematicas e especificas tais como: reprodu¢do humana, genética,
pesquisas envolvendo populagdes indigenas, equipamento e dispositivos para a saude,

farmacos e medicamentos. Sua importincia esta em estabelecer a obrigatoriedade da criagio
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de Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em toda instituigio que realiza pesquisa, bem como
varios aspectos da implantagdo dos comités.

O presente trabalho buscar no método cientifico instrumentalizagdo que contribua com
novas pesquisas, prevencio e tratamento dos pacientes de Alzheimer, estando consciente de
que seus meétodos de investigagdo ndo tragam nenhum tipo de desconforto que firam os
principios éticos estabelecidos pela resolugio 196/96. Os métodos empregados tendem a
observar os direitos, riscos e beneficios do paciente, bem como sua autonomia em participar

da pesquisa conforme descritos adiante.
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4 - Material e Métodos

4.1. Material Biologico

Para este trabalho foram utilizadas aliquotas de DNA cedidas pelo laboratorio
BioGenetics Tecnologia Molecular LTDA proveniente de exames de rotina realizados em
pacientes sadios para DA de todas as regides do Brasil. As amostras ndo foram identificadas.
Como as aliquotas foram retiradas apos a etapa de extragdo do DNA, este procedimento nao
ocasionara em desconforto extra ao paciente, uma vez que nao passa pela etapa de coleta de
sangue, 0 que exigiria pung@o de sangue periférico.

Amostras de sangue provenientes de idosos diagnosticados para DA foram colhidas
pelo académico do Curso de Medicina Emerson Nunes Costa, sob orientagdo do Prof Dr.
Carlos Henrique Alves de Rezende. As colhcitas somente foram realizadas mediante
consentimento do idoso e responsavel mais proximo, por meio do termo de consentimento
(anexo I) no qual consta informagdes sobre riscos, desconforto (ocasionado pela pun¢do do
sangue periférico), importancia da pesquisa, beneficios ao idoso e seus direitos. O idoso
também foi informado que pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento sem
nenhum prejuizo proprio. Foram colhidas amostras de cinco idosos com possivel deméncia do
tipo Alzheimer, segundo os critérios do NINCDS-ADRA.
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4.2. Extra¢do de DNA

De cada paciente foram coletados 15 mL de sangue em tubos com anticoagulante, e
armazenados a 4°C por 2 h, tempo suficiente para formagio da camada de leucocito.
Removeu-se de 100 a 500 ul dessa camada, e depositou-se em microtubos de 2 mL
juntamente com mesmo volume de tampdo de lise (20mM Tris-HCl em pH 7.5, 640mM
sacarose, 10mM de MgCl; e 4% de Triton X-100). Os tubos foram agitados suavemente e
incubados em gelo por 5 a 10 min. Centrifugados a 4000xg por 1 min e descartado o
sobrenadante. O pellet (sedimento) foi lavado por ressuspensio em 500uL de tampdo de lise
gelado 2x diluido, incubado em gelo por 5 a 10 min, e centrifugado a 4000xg por 1 min. A
lavagem foi repetida 2 a 3 vezes para que o pellet ficasse livre de hemoglobina (branco-
palha). Esse passo foi repetido utilizando-se TE (10mM Tris, 1mM EDTA; pH 8.0). Em
seguida, foi adicionado 200uL do tampdo de extragdo, para ressuspender completamente o
pellet incubando-o a 55°C por 1 hora. O DNA foi precipitado com 100uL do tampdo de
precipitacdo, agitando-se suavemente por 30min. Para concluir a precipitagdo, separou-se o
DNA de impurezas adicionado-se 300uL de isopropanol e incubando em gelo por 10min. O
sobrenadante foi descartado ap6s centrifugagdo a 13000rpm por 4min. Em seguida, o pellet
foi lavado 2 vezes com etanol 70%. O DNA foi diluido em TE, conforme o seu tamanho.
Pellets grandes sdo normalmente diluidos com 300uL de tampdo, e pellets pequenos com

cerca de 200uL, para uma concentragio final do DNA de 1002 200mg/uL.

4.3. Otimizagdo da Técnica de PCR

Apesar do uso da técnica de PCR ser bastante utilizada para o estudos de
polimorfismo no gene da apoE, foi necessario realizar a otimizagdo da técnica, uma vez que
variaveis como, modelo de termociclador, fornecedor dos reagentes, tipo de extragdo do
DNA, entre outros, podem interferir no sucesso da rea¢do (Innis ef al, 1990). A reagio foi
otimizada por meio da combinagio de diferentes concentragdes dos reagente. Combinagdes
entre as concentragdes de tag-DNA polimerase (0,5 U e 1 U), MgCl, (1,5 mMol, 2 mMol e
2,5 mMol), primer (5 pmol e 10 pmol), efetuando-se as possiveis combinagdes entre cada

concentragdo e temperatura de anelamento (58 e 60°C) foram realizadas conforme tabela I Os
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produtos das reagOes foram submetidos & eletroforese em gel de agarose 1,5% e corado com

Brometo de Etidio.

Tabela I. Condigdes de Reagdo para Otimizagio.

Condigio Temperatura de Unidades de Picomols de cada | Concentragio de

Anelamento DNA polimerase primer (pmol) MgCl, (mMol)
1 L5
2 5 2
3 2.5
4 0,5 unit LS
5 10 2
6 58°C 2.5
7 L5
8 5 2
9 2.5
10 1 unit 1.5
11 10 2
12 2.5
13 L5
14 5 2
15 2.5
16 0.5 unit 1.5
17 60°C 10 2
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4.4. Teste Genético e Detecgdo

4.4.1. Amplificag¢do do gene

Para identificacdo do polimorfismo no gene para apoE, foi utilizado o par de
primers: F4 (5°- ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC - 3°) e F6 (5°- TAA GCT
TGG CAC GGC TGT CCA AGG A - 3°), descritos por Hixon (Hixon and Vernier, 1990) que
resulta na amplificacdo do fragmento alvo de 244 pares de bases (F igura 5).

Cada reagdo conteve DNA da amostra, 200umol de dNTPs (adenina, guanina,
citosina € timina) e tampao da enzima 1(x), num volume final de 30uL. A concentragdo dos
demais reagentes (primer e tag-polimerase) foram definidas conforme o resultado da
otimizagdo. As condi¢des de reagdo no termociclador foram: 94°C por 40s para desnaturagéo,

seguida por temperatura de anelamento de 58°C ou 60°C (conforme otimizag¢do) por 1 min e
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extensdo a 72°C por 40s. O termociclador utilizado foi da marca MJ Research e modelo PCT-
150 para 16 tubos de 500puL.

primer Fé 5‘0

£4 DNA taagcttG GCA CGG CTG TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG "CAG GCC CGG CTG
Prot. Ala Arg Leu Ser Lys Glu Leu Gln Ala Ala Gln Ala Arg Leu

€4 GGCi,GGAEATGGAGGACG‘I‘GciGGCCGCC’I’GGTGCAGTACCGCGGC

Gly Ala Asp Met Glu Asp Val Arg Gly Arg Leu Val Gln Tyr Arg Gly

112
e4 GAG GTG CAG GCC ATG CTC GGC CAG AGC ACC GAG GAG CIG CGG GTG Céi?

Glu Val Gln Ala Met Leu Gly Gln Ser Thr Glu Glu Leu Arg Val Arg

€4 CTC GCC TCC CAC CTG CGC AAG CTG CGT AAG CGG CTC CTC CGC GAT GCC
Leu Ala Ser His Leu Arg Lys Leu Arg Lys Arg Leu Leu Arg Asp Ala

i‘z primer F4
ed GAT GAC CTG CAG AAG C CTG GCA GTG TAC CAG GCC GGG GCgaattctgt
Asp Asp Leu Gln Lys Arg Leu Ala Val Tyr Gln Ala Gly

158
Figura 5. Seqiiéncia do fragmento do gene para ApoE que confere polimorfismo aos alelos €2, £3 e 4. com os
respectivos pontos de mutagio e residuos de aminoacido alterados. As letras sublinhadas representam os sitios

de restri¢do para fha 1. contudo somenie os sitios 112 ¢ 158 conferem polimorfismo aos alelos. Em azul estio
representadas as seqiiéncias de primers.

4.4.2. Restrigdo Enzimatica

O produto amplificado da PCR foi submetido a digestdo pela enzima de restrigdo
Hha 1. A reagio foi realizada tomando-se 20pL do produto amplificado em tubos de 500uL e
adicionados 5 uL da mistura de restrigdo. Esta mistura foi preparada tomando-se 1 unidade de
enzima para cada reagdo, juntamente com tampdo da enzima e soroalbumina bovina (BSA)
diluida 1x para um volume final de reagdo de 25 uL. Em seguida, os tubos permaneceram no
termociclador a temperatura de 37°C por 4 horas, tempo suficiente para digestdo de todos

fragmentos.
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4.4.3. Detecgiio em Gel de Poliacrilamida

Os produtos da restricao foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a
8%.49:1 para cuba eletroforética vertical. Os géis foram preparados a partir da mistura de
4,48mL de acrilamida a 30%; 118 pL de persulfato a 10%; 5,9uL de TEMED; 3,36 mL de
tampdo TBE 5x e 8,96mL de agua para completar um volume final de 16 8mL. Esta mistura
foi acondicionada entre duas placas de vidro de 150/150/1,5mm para polimerizagdo. Apés o
periodo de 30 minutos necessario a polimerizagio, 10 uL de cada amostras foi aplicada em
mistura com 2pL de tampao de carregamento 6x(0,25% azul de bromofenol; 0,25% xileno
cianol e 40% sacarose em agua). Em seguida foi 'aplicada corrente de 40mA por 4 h.

Os fragmentos de restrigdo foram visualizados em gel corado por prata que inicia-se
com fixag¢do por acido acético a 10% por 20min. Lavagem com agua 2 vezes por 2min cada.
Corado com solugdo contendo 100mg de nitrato de prata e 150uL de formaldeido em 100mL
de agua por 30min. Em seguida, foi feita a lavagem com agua por 10 segundos e revelado
com solugao gelada contendo 3g de carbonato de sédio, 150uL. de formaldeido e 50uL de
sulfato de soédio num volume final de 100mL. O gel foi imerso nessa solugdao até a
visualizagdo das bandas. A reagdo de coloragio foi interrompida com 100mL de acido acética
a 10% e lavado com agua por 2min para posterior fixagdo em papel celofane.

Individuos de genétipo €4/e4 apresentaram 3 bandas no gel correspondente a
fragmentos do tamanho em pares de base de: 72, 48 e 35. Ja os genotipo €3/e4 apresentaram
as bandas de tamanho 72, 48 e 35 (referente ao alélo €4) e 91pb referente ao alelo €3. Os
individuos €2/e4 apresentardo tanto as bandas 72, 48 e 35 (¢4) como a banda de 82pb
referente ao alelo €2. Os genotipos £2/e2 apresentaram somente 2 fragmentos, 91 ¢ 83,
enquanto os gendtipos £3/e3 apresentaram os fragmentos 91, 48 e 35. Os gendtipos £2/e3
foram representados pela combinagio dos dois tltimos genotipos descritos, apresentando as

bandas referente aos tamanhos de 91, 82, 48 e 35 (Figura 6).



pb &d/s4 e3/e4 €2/e4 £2/82 €3/3 £2/83
72
35 — [ pr—— Em—— —

Figura 6. Esquema representativo do padrio de bandas

esperado para cada genétipo do gene da apoE possivel.
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5 - Resultados e Discussio

Segundo a otimizagdo desenvolvida neste trabalho, a condi¢do ideal para a
amplificagdo com maior especificidade foi com 1 unidade de Tag DNA polimerase Gibco
(catalogo nimero 18038-018), S5pmol de cada primer, 1.5mM de MgCl; e temperatura de
anelamento a 60°C (Figura 7).

Ddpb >

Figura 7.

Produto amplificado do gene ApoE nas condigdes de 5pMol de cada
primer, 1,5mM de MgCl,. 1U de 7ag DNA polimerase a temperatura de
anclamento em 60°C. O marcador empregado ¢ de 100pb indicado na
linha M. As linhas 1. 2. 3, 4 ¢ 5 sdo cinco amostras diferentes de DNA
indicando que diferencas nas amostras podem influenciar na quantidade e
qualidade do produto amplificado.
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O gel de agarose mostrou-se ineficiente na definigdo dos fragmentos da restrigdo pela
enzima Hhal do gene ApoE. Nas linhas 1, 2 e 3 sdo visiveis as bandas com tamanho
correspondenic a 91, 48 ¢ 35, contudo as banda 83 ¢ 72 ndo estdo bem definidas,

impossibilitando a disting@o entre individuos €2¢3 e €3¢4 (Figura 8).

Figura 8.

Gel de agarose a 4% corado com brometo de etidio. Na linha M esia o
marcador de 100pb. Nas linhas 1, 2. 3 e 4 estido as restrices do gene
ApoE pela enzima Hhal. revelando a banda de 91 referente ao alelo €3 ¢
banda duvidosa (83 ou 72) referente aos alelos &4 ou £2. respectivamente.

O gel de poliacrilamida foi otimizado para: poliacrilamida 19:1 a 8% em TBE Ix e
eletroforese de 4 horas a 100mV. Nestas condigdes a separacdo das bandas é nitida e bem
definida,. revelando as bandas de 91, 83 e 72 coradas por nitrato de prata (Figura 9).

O fragmento do gene apoE amplificado de 244pb possui até seis sitios de
reconhecimento para a enzima Hhal (GCGC) onde ocorre a clivagem durante a restrigdo,
sendo 2 com polimorfismo que diferencia os alelos e 4 sitios monomorficos. A presenga dos
sitios monomorficos resulta na formagao de trés fragmentos indiferenciados de 31, 17 e 18pb,
de modo que os fragmentos de genotipagem s3o curtos € com pouca diferenga de tamanho
entre si, isto €, a diferenca entre o fragmento 91(e3) e 83(€2) é de 8pg e o fragmento 83(g2)
para 72(g4) ¢ de 11pb. Desta forma, a separagdo dos fragmentos para genotipagem exige géis

de maior resolugio.



) 9390993920900 9999999922929299953929995299399299D9D9920dd399

o1pp —>

72pb —>

48pb -

35pb >

Figura 9

Gel de poliacrilamida 19:1 a 8% corado por prata. Na linha 1
estd 0 marcador e nas demais, 0s genétipos determinados.
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Pelos métodos descrito acima, foi determinado o genétipo de 12 pacientes da
populagdo normal de modo que 16% dos pacientes sdo £2€3; 35% sdo £3e4 e 50% sdo £3e3. A

freqiiéncia alélica encontrada foi de 0,083p/apoE £2; 0,667p/apoE &3 e 0,250p/apoE €4

(Tabela II).

Tabela 1I. Quadro de freqiiéncia alélica e genotipica
para o gene ApoE em 12 pacientes da populagio

normal de Uberlandia, MG.
Freqiiéncia Genotipica
g2e3 16%
€3e4 34 %
€3€3 50%
Frequiéncia Alélica
Apo g2 0,083p
Apo €3 0,667q
Apo &4 0,250z
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6 - Conclusio

* A técnica de PCR associada a RFLP mediante corrida em gel de poliacrilamida, mostrou-

se eficiente na detecgdo do fator de risco £4.

¢ O reduzido numero de amostras, tanto da populagio normal como de idosos
institucionalizados impossibilita o teste de correlagdo genética do fator de risco €4 e

Doenca de Alzeimer, assim como determinagdo da sua prevaléncia na populagio.
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