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RESUMO

A doenca de Alzheimer € a causa mais comum de neurodegeneragao em idosos,
porém pode ser apresentada de forma precoce ou tardia. A forma precoce esta
relacionada a heranga genética e ocorre de maneira autossémica dominante.
Mutacgdes nos genes APP, PSEN1 e PSENZ2 estao associados a essa forma da
doenca. Este estudo teve como objetivo analisar o perfil de expressao destes
genes e de suas respectivas proteinas relacionadas com o surgimento precoce
da doenga de Alzheimer. Dados revelados por meio de biologia computacional
indicam a localizagdo dos genes e suas sequencias, bem como as estruturas
das proteinas e sua localizagdo celular. Essas informacdes a respeito das
caracteristicas genéticas dos genes, se faz necessario visto que contribuem com
o entendimento fisiopatolégico da doenga de Alzheimer, a fim de descobrir novas

possibilidades de diagnosticos e tratamento precoce.

Palavras-chave: Deméncia, genética, biologia computacional
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1 INTRODUGAO

As doencas neurodegenerativas sao caracterizadas pela irreversivel destruicdo
de neurdnios que levam a incapacidades do sistema nervoso (PRZEDBORSKI; VILA,;
JACKSON-LEWIS, 2003). Muitas destas doengas sdo consideradas as maiores
causas de deméncia, que afetam milhdes de pessoas em todo o mundo (WAR, 2016)
Dos pacientes com algum tipo de deméncia, 50% a 75% sé&o portadores da doencga
de Alzheimer (DA), sendo a forma mais comum em idosos, a qual afeta pelo menos
40 milhdes de pessoas no mundo (LATIMER et al., 2021).

A DA é conhecida pela perda progressiva de memoria e de capacidades
cognitivas que levam a mudangas no comportamento, alterando as fungbes mentais
e repercutindo nas atividades cotidianas (BATEMAN et al., 2012). E caracterizada
patologicamente pelo acumulo de peptideos p-amiloides e emaranhados
neurofibrilares de proteina TAU hiperfosforilada que levam a neurodegeneragao
(JELLINGER; BANCHER, 1998).

Atualmente, pode-se diferenciar duas formas de DA: inicio tardio (LOAD - Late
Onset Alzheimer's Disease) e inicio precoce (EOAD — Early Onset Alzheirmer’s
Disease), também conhecida como familiar (FAD - Familial Alzheirmer's Disease). A
FAD possui origem prematura, ocorrendo antes dos 60 anos (BEKRIS et al., 2011).

Entre as idades de 60 e 70 anos, a incidéncia de DA aumenta em cerca de 1%,
enquanto para idades superiores a 85 anos, esta taxa é de 6% a 8% (MAYEUX, 2003).
Espera-se que estes numeros crescam a medida que a longevidade da populagado
continue aumentando. Visto que a idade é um dos fatores de risco mais importantes
da DA, uma vez que, com o envelhecimento, ha redugdo no volume e peso médio do
encéfalo, gerando perda de sinapses e diminuindo as conexdes entre neurbnios
(REITZ, 2015). Segundo previsdes do relatorio de 2009 da World Alzheimer Reports,
estima-se que em 2030, 66 milhdes de pessoas no mundo apresentem deméncia,
alcancando 115 milhées em 2050 (WAR, 2009).

Além do mais, estudos identificaram que doencgas e condi¢gdes crénicas como
hipertensdo, diabetes, hipercolesterolemia e depressdo aumentam o risco de
desenvolvimento da DA. Somam-se também habitos e estilo de vida como ma
alimentagao, inatividade fisica e mental, tabagismo, obesidade e exposi¢cdo ao
aluminio (DAVIGLUS et al., 2010).
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A genética também influencia o desenvolvimento da doenga, logo, o histérico
familiar pode ser um fator de risco e cerca de 70% dos casos de DA podem estar
associados a fatores hereditarios (GATZ et al., 2006). Propdem-se que a EOAD é
herdada por genes autossémicos dominantes e representam cerca de 5% dos casos
de DA. Os genes APP, PSEN1 e PSENZ2 apresentam correlagdo com esta forma de
manifestacdo da doenga (TANZI, 2012). Por outro lado, a LOAD esta relacionada a
uma interagao entre fatores genéticos e ambientais, ocorrendo de maneira esporadica
(FITCH; BECKER; HELLER, 1988).

A DA é uma doencga geneticamente heterogénea. Mutagdes raras nos genes
APP, PSEN1, PSEN2 e APOE mostraram a importancia do metabolismo amiloide para
o seu desenvolvimento (PAPASSOTIROPOULOS et al.,, 2006). Além disso,
evidéncias convergentes de estudos genéticos de base populacional, de expressao
génica e de perfil de proteinas no cérebro e no liquido cefalorraquidiano sugerem a
existéncia de varias vias patogenéticas, como processamento de proteinas
precursoras de amiloide, degradagcdo de B-amiloide, neuroinflamagéo, estresse
oxidativo e metabolismo lipidico (GOWENS et al., 2018).

O gene APOE esta localizado no cromossomo 19 e codifica a apolipoproteina
E, uma glicoproteina majoritariamente sintetizada no figado, mas também no cérebro
e em macrofagos e mondcitos (SIEST et al., 1995). Esta proteina esta envolvida no
metabolismo, absorcédo e transporte de colesterol, triglicerideos e vitaminas
lipossoluveis entre os tecidos e 6rgdos (BARBER, 2012). A APOE possui trés
isoformas, E2, E3 e E4, que podem ser codificadas por trés alelos, €2, €3 e €4,
respectivamente (GUERREIRO; GUSTAFSON; HARDY, 2012). O alelo €4 do gene
APOE, também foi identificado como fator de risco genético para DA, porém, com
maior influéncia para LOAD (STRITTMATTER et al., 1993).

A partir do estudo de Pericak-Vance et al. (1991), o qual investigou a ligagao
da DA apés os 60 anos com o cromossomo 19, foi detectada a primeira evidéncia de
que o alelo ¢4 da APOE poderia estar associado com a DA. Enquanto analisava a
associacao do alelo ¢4 com esta doenga, Kuusisto et al. (1994) observaram uma
frequéncia duas vezes mais alta de ¢4 em pacientes com DA do que em pacientes
sem deméncia, indicando este alelo como um fator de risco. Entretanto, apesar do
alelo €4 ter uma grande relevéancia para o desenvolvimento de DA, ele é considerado
apenas um risco € Nao a causa; ou seja, apenas a sua presenga nao € suficiente para

desenvolver a doencga, sugerindo que fatores ambientais e outros genéticos possam
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interagir simultaneamente com o alelo para assim causar a DA (SLOOTER et al.,
1998).

A APP (proteina precursora de amiloide), descrita pela primeira vez por Alois
Alzheimer, compdem as placas amiloides (AB), principal caracteristica patoldgica da
DA. Entretanto, ha relatos que o aparecimento destas estruturas nao esta
correlacionado com a severidade do quadro de deméncia apresentado pelos
pacientes portadores de AD (GIANNAKOPOULOS et al., 2003; INGELSSON et al.,
2004).

A clivagem de APP ocorre através de trés enzimas, a a-secretase, B-secretase
e y-secretase (Figura 1), sendo as duas ultimas responsaveis pela formacao de
peptideos AB, cujas formas AB-40 e AB-42 sdo as mais comuns (GREENBERG,
1995).

APP
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Figura 1: Vias amiloidogénica e ndo-amiloidogénica. Na via ndo amiloidogénica ocorre uma clivagem
ao meio da APP, onde esta localizado o dominio AB, pela enzima a-secretase, impedindo a geragao
de AB. Sendo este, o metabolismo normal da proteina, resultando na geragéo de sAPPa, fragmento
soluvel de APP, liberado para o meio extracelular e o peptideo C83, para o meio intracelular. Ja na via
amiloidogénica, ha um corte anormal da APP, na qual passa a ser clivada nas extremidades do dominio
AB pela acdo consecutiva da B-secretase e y-secretase, que tem por resultado a geragcao de sAPPp,

AICD (dominio intracelular de APP), além dos peptideos AR, como ABR40 e AB42, sendo o ultimo mais

12



propenso a agregacao e formacao de placas depositadas na parede externa dos neurdnios. Fonte: A

autora.

A partir das observagbes trazidas no estudo de Naslund et al. (2000),
relacionando os niveis elevados dos peptideos A3 no cérebro com o declinio cognitivo,
revelou que o peptideo AB-42 era mais propenso a agregagao do que A[-40,
provavelmente como consequéncia das mutacdes no APP, as quais sao responsaveis
por 10 a 15% da EOAD (BIRD, 2008). Por esse motivo, praticamente todas as pessoas
com Sindrome de Down desenvolvem depdsitos amiloides e apresentam
caracteristicas neuropatologicas de DA na faixa dos 40 anos pela superexpressao do
gene da APP em razéo da triplicagdo do cromossomo 21 (DORAN et al., 2017).

Outros genes relacionados com a EOAD sdao o PSEN1 e o PSEN2, que
codificam a presenilina-1 e presenilina-2, respectivamente (LEVY-LAHAD et al.,
1995). As presenilinas constituem a subunidade catalitica do complexo y-secretase,
sendo essenciais no processo de clivagem da APP, responsavel pela formagéo de AB
(CAMPION et al.,, 2016). De acordo com o banco de dados Alzforum
(https://www.alzforum.org/mutations), o PSEN1 € o gene mais comumente envolvido
no EOAD, correspondendo a 20-70% dos casos, ao contrario das mutagdes em
PSENZ que s&o mais raras (BIRD, 2008).

A maioria das mutacdes encontradas em PSEN até o momento é dominante,
ou seja, basta apenas uma copia do alelo mutante para causar DA (WOLFE, 2012).
As mutagcbes em PSEN podem prejudicar a fungdo da y-secretase e, por
consequéncia, alterar o processamento de APP e aumentar a proporgao de peptideos
AB42/AB40, seja pelo crescimento da produgdo de AB42 e/ou diminuicdo de AB40
(SPROUL et al., 2014). Com isso, é possivel observar que as presenilinas conseguem
mudar a forma como a y-secretase cliva a APP (BEKRIS et al., 2011).

Mutagdes associadas aos genes acima apresentados, explicam apenas 10%
da EOAD, o que representa 1% dos casos de DA, a maior parte ainda continua
geneticamente inexplicada (RIBEIRO; SANTOS; SOUZA, 2021).

Pelo fato de existirem lacunas quanto ao surgimento e desenvolvimento da DA,
essa pesquisa tem o intuito de contribuir com o entendimento fisiopatolégico da
doenga baseado nas caracteristicas dos genes APP, PSEN1 e PSENZ2 e suas
proteinas expressas ja identificadas, assim como fornecer subsidio para a

investigacao de outros possiveis alvos.
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Além disso, considerando que o diagndstico precoce da doencga pode fornecer
melhores op¢des de tratamento, € fundamental que a ciéncia busque estratégias que
possibilitem essa detecgéo, o controle da evolugdo da doenga e consequentemente

melhoria na qualidade de vida dos acometidos com DA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o perfil de expressao dos genes APP, PSEN1 e PSENZ2 e suas proteinas

em relacdo ao aparecimento de doenca de Alzheimer precoce em humanos.

2.2 Objetivos especificos

- Localizar os genes APP, PSEN1 e PSEN2 que possuem relagdo com o aparecimento de
doenca de Alzheimer precoce em Homo sapiens;

- Caracterizar a sequéncia dos genes APP, PSEN1 e PSEN2;

- Descrever bioqguimicamente as estruturas das proteinas APP, PSEN1 e PSENZ2;

- Revelar a localizacao celular das proteinas; e

- Apresentar a expresséao diferencial do RNA em regides do encéfalo.
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3 METODOLOGIA

Um estudo descritivo e exploratério sobre a participagado dos genes APP, PSEN1 e
PSENZ2 no desenvolvimento da doenca de Alzheimer de inicio precoce foi realizado com a
utilizacao de ferramentas de biologia computacional e revisao bibliografica em bancos de
dados especializados.

A revisao da literatura ocorreu a partir das bases de dados Google Scholar, SciELO,
PubMed e Periddicos Capes, tendo como entrada as seguintes palavras-chave: "APP”,
"PSEN1" e "PSENZ2”, “Doenca de Alzheimer”, "precoce", "EOAD" e "familiar" e seus
correspondentes em inglés. Para maximizar a busca, o operador booleano "AND" foi
aplicado.

A localizagdo cromossdmica e a sequéncia de nucleotideos no formato FASTA (Fast
Adaptative Shrinkage-Thresholding Algorithm) dos genes APP, PSEN1 e PSENZ2, foram
obtidas no banco de dados NCBI - National Center of Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/). Ainda no NCBI também foi possivel revelar a analise
transcriptobmica em diferentes tecidos e 6rgaos, bem como levantar a sequéncia dos
aminoacidos das proteinas APP, PSEN1 e PSENZ2, no formato FASTA e validar através do
UniProtKB - UniProt Knowledgebase (https://www.uniprot.org/) (BERMAN et al., 2000).

A ferramenta ProtParam (https://web.expcasy.org/protparam/) (GASTEIGER et al.,
2005) da plataforma Expasy (https://www.expasy.org/), foi operada para apresentar as
caracteristicas moleculares (composi¢ao, peso molecular, quantidade e frequéncia de cada
aminoacido na estrutura proteica).

Por meio do Predict Protein (ROST; YACHDAV; LI, 2004)
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC441515/) e do PsiPred - Predict Secondary
Structure (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/10869041/) (MCGUFFIN; BRYSON; JONES,
2021), a estrutura secundaria das proteinas foi predita, incluindo a composi¢céo de arranjos.
A distribuicdo das regides transmembranas, dominios citoplasmaticos e nao
citoplasmaticos foram acessados a partir do Protter (https://wlab.ethz.ch/protter/)
(OMASITS et al., 2014). Além disso, com o intuito de demonstrar os sitios de modificagcoes
pos-traducionais foi utilizado o PROSITE (https://prosite.expasy.org/) (SIGRIST et al.,
2012).

Para apontar as regides celulares mais prevalentes das proteinas APP, PSEN1 e

PSEN2 foi utilizado o banco de dados CELLO - Subcellular Localization Predictive System
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(http://cello.life.nctu.edu.tw/) (YU et al., 2006). E com o intuito de demonstrar a localizagcao
de expressdao (RNAm) dos genes em diferentes tecidos e amostras de humanos, o The

Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) (UHLEN et al., 2015) foi utilizado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 APP

O gene APP em Homo sapiens esta localizado na posi¢ao 21.3 do brago longo do
cromossomo 21 (Figura 2), possui codigo de acesso 351 no NCBI, apresenta 290.579
nucleotideos (NCBla - https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=351) e 18 éxons (TCW,
GOATE, 2017). A maioria de suas mutagdes é missense e localizam-se nos éxons 17 e 16,
este ultimo possui associacdo com a forma leve ou moderada, enquanto no éxon 17 ha
relagdo com a forma grave de DA. Estas mutag¢des alteram o processamento de APP e
contribuem para o acumulo de peptideo AR (KALAMPOKINI et al., 2021).

ﬂ

Figura 2: Mapeamento do cromossomo 21, com destaque da regido cromossOmica, onde se localiza o gene
APP. Fonte: NCBI (2022a).

Os éxons 16 e 17 localizam-se na regido codificadora de AB, porém também pode
haver mutagdes proximas ao local de clivagem da y-secretase e da B-secretase (RINGMAN
et al.,, 2014). Além disso, duplicagdes no gene APP, herdadas de maneira autossébmica
dominante, ja foram descritas. Portadores dessa duplicagcdo sdo propensos a sofrer
hemorragia cerebral e acidente vascular cerebral em consequéncia do alto nivel de
angiopatia amiloide no cérebro (ROVELET-LECRUX et al., 2006).

Essas alteragbes aceleram de alguma forma o progresso da DA, como é o caso da
T7141 (KUMAR-SINGH et al., 2000), T714A (PASALAR et al., 2002), V715A (GUERREIRO;
GUSTAFSON; HARDY, 2012), V7171 (GOATE et al., 1991) e V715M (ANCOLIO et al.,
1999) que estédo localizadas no dominio transmembrana, no local de clivagem da y-
secretase, e levam ao aumento da produgao de AR mais longos (AB 42). Ja as mutagoes
E693G (KAMINO et al.,, 1992) e E693Q (LEVY et al., 1990) se encontram na regido
intermediaria de AB e afetam a sequéncia primaria da proteina, alterando sua estrutura, o

que proporciona uma maior agregagao.
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Outras duas mutagdes importantes relatadas sao a A692G (LEVY et al., 1990) que
se localiza dentro de um dominio que inibe a produgao de y-secretase, podendo reduzir sua
atividade e aumentar a produgéo de AB; e a KM670/671NL (JONSSON et al., 2012) que
esta préxima ao local de clivagem de 3-secretase, resultando no aumento da produgéo de
AB (como AB40 e AB42), garantindo um melhor aporte de substrato para a atividade de (-
secretase. Todas essas mutacbes sado causadoras de EOAD e estdo localizadas no
dominio transmembrana da APP, podendo causar um aumento na desordem local de sua
estrutura secundaria. Como consequéncia desse desenrolamento e desestabilizacdo da
estrutura a-hélice do dominio transmembrana, o processo amiloidegénico da APP pela y-
secretase é favorecido, assim como a produgéo do peptideo Ap42 (KIM; BEZPROZVANNY,
2021).

A andlise transcriptdmica (RNA-seq) extraida do NCBI demonstra que o gene APP esta
altamente expresso em 27 diferentes tecidos e 6rgdos do organismo humano (Figura 3),
com maior taxa de express&o no cérebro (média de 390,106 + 72,093 RPKM) e menor no

pancreas (média de 31,624 + 0,41 RPKM), comparando os tecidos analisados.

RPKM

Figura 3: Analise transcriptdmica do gene APP de Homo sapiens, expresso em diferentes tecidos.
Fonte: Adaptado de NCBI (2022a).

O gene APP codifica uma proteina transmembrana do tipo |, cuja fungao fisiolégica
ainda necessita ser completamente compreendida. Entretanto, estudos sugerem que a APP
possa desempenhar papel importante no desenvolvimento neural, na formacéao e regulacao
sinaptica e adesao celular, além de exercer fungdo na regulacao do trafego de proteinas
(NALIVAEVA; TURNER, 2013).
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A proteina APP possui 770 residuos de aminoacidos (Tabela 1), com peso molecular de

86.943,25 Da. Em relagdo a composi¢cao de aminoacidos, o glutamato (11,9%), a valina

(8,4%) e a alanina (8,2%) sao os mais frequentes, enquanto o triptofano (1,2%) € o menos

presente na sequéncia primaria (Tabela 2).

Tabela 1 - Informagdes bioquimicas da proteina APP, incluindo o cédigo de acesso no NCBI e UniProt, e a
sequéncia e quantidade de residuos de aminoacidos na sequéncia primaria (formato FASTA).

Formato FASTA da sequéncia proteica

Proteina Cédigos de Quantidade de residuos
acesso NCBI e de aminoacidos (aa)
UniProt
APP
AAB 59502.1 770 aa
P05067

>AAB59502.1 amyloid-beta protein [Homo sapiens]
MLPGLALLLLAAWTARALEVPTDGNAGLLAEPQIA
MFCGRLNMHMNVQNGKWDSDPSGTKTCIDTKE

GILQYCQEVYPELQITNVVEANQPVTIQNWCKRG

RKQCKTHPHFVIPYRCLVGEFVSDALLVPDKCKFL
HQERMDVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLHDYG
MLLPCGIDKFRGVEFVCCPLAEESDNVDSADAEE
DDSDVWWGGADTDYADGSEDKVVEVAEEEEVA

EVEEEEADDDEDDEDGDEVEEEAEEPYEEATER

TTSIATTTTTTTESVEEVVREVCSEQAETGPCRAM
ISRWYFDVTEGKCAPFFYGGCGGNRNNFDTEEY
CMAVCGSAMSQSLLKTTQEPLARDPVKLPTTAAS
TPDAVDKYLETPGDENEHAHFQKAKERLEAKHRE
RMSQVMREWEEAERQAKNLPKADKKAVIQHFQE
KVESLEQEAANERQQLVETHMARVEAMLNDRRR
LALENYITALQAVPPRPRHVFNMLKKYVRAEQKD

RQHTLKHFEHVRMVDPKKAAQIRSQVMTHLRVIY
ERMNQSLSLLYNVPAVAEEIQDEVDELLQKEQNY
SDDVLANMISEPRISYGNDALMPSLTETKTTVELL

PVNGEFSLDDLQPWHSFGADSVPANTENEVEPV
DARPAADRGLTTRPGSGLTNIKTEEISEVKMDAEF
RHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGG
VVIATVIVITLVMLKKKQYTSIHHGVVEVDAAVTPE

ERHLSKMQQNGYENPTYKFFEQMQN

Fonte: Dados extraidos do NCBI (2016) e UniProt (2022a).
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Tabela 2 - Composigéo, quantidade e frequéncia de aminoacidos presentes na sequéncia primaria da APP

Aminoacido Abreviatura/Sigla Quantidade Frequéncia
Alanina Ala (A) 63 8,20%
Arginina Arg (R) 37 4,80%

Asparagina Asn (N) 31 4,00%

Aspartato Asp (D) 50 6,50%
Cisteina Cys (C) 18 2,30%
Glutamina GIn (Q) 36 4,70%
Glutamato Glu (E) 92 11,90%
Glicina Gly (G) 38 4,90%
Histidina His (H) 25 3,20%
Isoleucina lle (1) 24 3,10%
Leucina Leu (L) 56 7,30%
Lisina Lys (K) 41 5,30%
Metionina Met (M) 24 3,10%

Fenilalanina Phe (F) 21 2,70%

Prolina Pro (P) 35 4,50%

Serina Ser (S) 35 4,50%
Treonina Thr (T) 50 6,50%
Triptofano Trp (W) 9 1,20%
Tirosina Tyr (Y) 20 2,60%
Valina Val (V) 65 8,40%

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do ProtParam.

Dados levantados a partir da plataforma CELLO, utilizando sequéncia de
aminoacidos no formato FASTA, indicaram o nucleo (score 1,898) e o citoplasma (score
1,877) como regides celulares de maior distribuicdo da APP. Essa localizagao celular pode
ser mais detalhada a partir de analise no Protter, no qual ha indicagao de que 684 residuos
de aminoacidos da APP estao na regido extracelular (no dominio amino-terminal), 21 na

regido transmembrana e 48 na regido citoplasmatica (no dominio intracelular) (Figura 4).
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Figura 4: Predi¢do da localizacdo dos dominios transmembrana, citoplasmaticos e nao citoplasmaticos da
proteina APP. Fonte: Adaptado de Protter.

Analise no PROSITE revelou sitios de fosforilagdo, glicosilagao, miristoilacédo e
amidacao (Tabela 3), sendo que para fosforilagdo foram identificados vinte alvos (sete
residuos de serina nas posi¢cdes 159, 697, 282, 370, 596, 614 e 679; e treze residuos de
treonina nas posicdes 14, 266, 508, 651, 761, 61, 157, 278, 352, 381, 602, 633 e 743), 12
intervalos alvos para miristoilagdo (58-63, 211-216, 322-327, 323-328, 325-330, 326-331,
342-347, 655-660, 696-701, 700-705, 704-709 e 709-714) e um intervalo alvo para
amidacado (100-103). Por outro lado, apenas dois sitios de N-glicosilacdo (Asn542 e
Asn571) foram validados pelo PROSITE, apesar trés sitios de N-glicosilagao terem sido

preditos em analise pelo Protter (Figura 4).

22



Tabela 3: Sitios de fosforilagao, glicosilagdo, miristoilagdo e amidag¢ao da proteina APP

Sitios Residuos de aminoacido alvo

Fosforilagdo da proteina quinase C (PKC)  Thr14, Ser159, Thr266, Thr508, Thr651, Ser697
e Thr761

Fosforilagcdo da proteina quinase Il (CK2)  Thr61, Thr157, Thr278, Ser282, Thr352, Ser370,
Thr381, Ser596, Thr602, Ser614, Thr633,
Ser679 e Thr743

N-Glicosilagao Asn542 e Asn571

N-Miristoilagéo 58-63, 211-216, 322-327, 323-328, 325-330,
326-331, 342-347, 655-660, 696-701, 700-705,
704-709 e 709-714

Amidacgao 100-103

Fonte: Os autores. Dados extraidos do PROSITE.

Uma das formas mais frequentes de modulagao pdés-traducional de proteinas € a
glicosilagao. Os processos das enzimas y-secretase e [3-secretase afetam a extensao do
complexo N-glicosilagédo da APP e podem ser importantes na patogénese da DA, visto que
a classificacdo, o processamento e a exportacao intracelular da APP sao afetadas pela
maneira como ela é glicosilada (SCHEDIN-WEISS; WINBLAD; TJERNBERG, 2014). Além
disso, estudos de Boix et al. (2020) revelaram diferencas no padrdo de glicosilagéo entre
os fragmentos sAPPa e sAPPJ, sugerindo que a glicosilagdo pode determinar se a APP
sera processada proteoliticamente pela via amiloidogénica ou nao amiloidogénica.

Isoformas da APP sdo encontradas decorrentes de splicing alternativo dos éxons 7,
8 e 15, sendo as mais abundantes, a APP770, APP751 e APP695. As isoformas APP770
e APP751 possuem o éxon 7 que codifica o dominio inibidor de protease Kunitz (KPI), o
principal inibidor serina protease presente na maioria dos tecidos. Ja a isoforma APP695 é
encontrada principalmente em neurdnios e nao possui este dominio (KANG; MULLER-HILL,
1990). Além disso, as isoformas descritas de APP apresentam diferentes propriedades de
dimerizacdo. Enquanto a APP695 é menos propensa a formar dimeros, a APP751 dimeriza
mais e favorece o processamento ndo amiloidogénico (KHALIFA et al., 2012). Ainda, as
isoformas mais longas estdo mais expressas em cérebro de pacientes com DA, visto que

estdo associadas a maior deposicao de AR (ZHANG et al., 2011).
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Khalifa et al. (2010) propdem que o processamento de APP seja regulado por
dimerizagdao, abrangendo as regides extracelular, justamembranar e transmembranar.
Neste sentido, o KPI consiste em uma sequéncia de 57 aa, com duas alfas hélice e duas
folhas betas, estabilizadas por trés ligagdes dissulfetos, importantes no dobramento e
funcao deste dominio (HYNES et al., 1990). O dobramento de KPI e suas pontes dissulfetos
podem favorecer a dimerizagdo de APP, alterar a conformagédo das regidées da APP na
membrana e levar a deposicao de A.

A estrutura secundaria da proteina APP predita in silico pela sequéncia primaria dos
aminoacidos no PredictProtein revela 13 arranjos do tipo alfa-hélice e 12 folha-beta (Figura
5).

Qutros
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Figura 5: Predigédo da estrutura secundaria da APP. Fonte: Adaptado de PredictProtein.

Porém, a analise em outro banco de dados revelou estruturas secundarias diferentes
para esta proteina, como por exemplo, na plataforma PSIPRED, a qual apresenta 34
arranjos do tipo alfa-hélice e 13 conformacdes folha-beta (Figura 6). Este fato pode ocorrer

em decorréncia dos critérios de analise proprios de cada programa de biologia

computacional.
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Figura 6: Predigdo da estrutura secundaria da APP. Fonte: Adaptado de PSIPRED.
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4.2 - PSEN1 e PSEN2

Os genes PSEN1 e PSENZ2, além de possuirem papel importante como codificadores
do principal componente da y-secretase, podem desempenhar fun¢gdes fora deste
complexo, como no transporte de proteinas de membrana, na adesido celular e na
regulacdo de Ca2+ (COEN; ANNAERT, 2010). Também podem mediar fungdes
neuroprotetoras pela Eph/Efrina-B (GAEL et al., 2012), além de serem essenciais para o
direcionamento da v-ATPase aos lisossomos, acidificacdo dos lisossomos e a protedlise
durante a autofagia, fundamental para sobrevivéncia dos neurdnios (LEE et al., 2010).
Entretanto, ha poucos estudos em humanos a respeito do papel desses genes, sendo as
principais evidéncias reveladas em modelos animais (DELABIO et al., 2014).

O gene PSEN1 em H. sapiens se encontra na posi¢cao 24.2 no brago longo do
cromossomo 14 (Figura 7), seu codigo de acesso no NCBI é 5663, contém 87.256
nucleotideos (NCBI, 2022b).

Apesar de conter 13 éxons, esse gene é codificado apenas por 10 deles (CLARK et
al., 1995), sendo que os 4 primeiros exibem sequéncias nao traduzidas e os éxons 1 e 2
constituem sitios alternativos de iniciagao de transcri¢do. Além disso, o €xon 9 sofre splicing
alternativo que pode causar significativas mudancas na estrutura da proteina (ROGAEYV et
al., 1997).

B : e — ] . - -
e J 1 T I -

Figura 7: Mapeamento do cromossomo 14, com destaque da regido cromossOmica, onde se localiza o gene
PSENT1.
Fonte: NCBI (2022b).

A analise transcriptdbmica (RNA-seq) extraida do NCBI demonstrou que o gene
PSEN1 é expresso em diversos tecidos e 6rgdos humanos (Figura 8), sendo o célon o local
de maior expressao (média de 14,55 + 1,785 RPKM) e o pancreas o de menor expressao
(média de 1,384 £+ 0,021 RPKM).
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Figura 8: Analise transcriptébmica do gene PSEN1 de Homo sapiens, expresso em diferentes tecidos.
Fonte: Adaptado de NCBI (2022b).

A localizagao do gene PSEN2 em H. sapiens se encontra na posi¢ao 42.13 no brago
longo do cromossomo 1 (Figura 9), seu coédigo de acesso do NCBI é 5664. Apresenta
33.236 nucleotideos (NCBI, 2022c) e contém 12 éxons, sendo 10 de codificacdo. Além
disso, os dois primeiros exons codificam a regido 5 nao traduzida (LEVY-LAHAD et al.,
1996). Este gene possui expressao em varios tecidos, e de acordo com a analise
transcriptomica (Figura 10), € majoritariamente expresso nos testiculos (média de 4,541 £
0,955 RPKM) e, em menor quantidade, na medula éssea (média de 0,266 0,112 RPKM).

Figura 9: Mapeamento do cromossomo 1, com destaque da regidao cromossOmica, onde se localiza o gene
PSEN2.
Fonte: NCBI (2022c).
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Figura 10: Andlise transcriptdmica do gene PSEN2 de Homo sapiens, expresso em diferentes tecidos.
Fonte: Adaptagéo de NCBI (2022c).

O gene PSENT1 foi identificado e associado a DA em 1995 por ensaio de clonagem
posicional, no qual encontraram diferentes mutagbes missenses que co-segregavam com
a EOAD (SHERRINGTON et al., 1995). Por outro lado, o gene PSENZ foi identificado
durante a clonagem de PSEN1, devido ao alto grau de similaridade entre ambos (ROGAEV
et al., 1995). No ano de 2000 foi observado o envolvimento dos genes das presenilinas na
atividade da y-secretase e assim, no processamento de APP (LI et al., 2000). A tradugao
dos genes PSEN1 e PSENZ2 é essencial para a formacao de 3-amiloide 42 (DUUF, et al.,
1996).

Diferente das mutagdes em APP, as mutagdes em PSEN estao espalhadas por toda
a regiao codificadora do gene e por isso, estudos sugerem que estas mutagdes possam
interromper o complexo de dobramento da proteina. A maioria das mutag¢des € encontrada
no meio da proteina, entre os aminoacidos 260-320 (POORKAJ et al., 1998) e na alga
hidrofilica (KABIR et al., 2020). Além disso, 16 mutag¢des ja foram localizadas dentro do
dominio transmembrana, incluindo M239V, M239I, N1411 e T122P que aumentaram o nivel
de AB (WALKER et al., 2005). As mutagdes ja retratadas para PSEN1 correspondem a
substituicbes de aminoacidos e pequenas delegbes, como no éxon 9 e insergoes
(LEHMANN; CHIESA; HARRIS, 1997).

As sequéncias primarias das proteinas PSEN1 e PSEN2 para H. sapiens depositada
no NCBI tem como cédigo de acesso AAH11729.1 e AAH06365.1, e sdo constituidas por

463 e 448 aminoacidos, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4 - Informagdes bioquimicas das proteinas PSEN1 e PSEN2, incluindo o cédigo de acesso no NCBI
e UniProt, e a sequéncia e quantidade de aminoacidos na sequéncia primaria (formato FASTA)

oy Quantidade de
GelEes 66 residuos de
Proteinas acesso NCBI . Formato FASTA da sequéncia proteica
. aminoacidos
e UniProt (aa)

>AAH11729.1 PSEN1 protein [Homo sapiens]
AAH11729.1 463 aa MTELPAPLSYFQNAQMSEDNHLSNTNDNRERQEHND
RRSLGHPEPLSNGRPQGNSRQVVEQDEEEDEELTLKY
GAKHVIMLFVPVTLCMVVVVATIKSVSFYTRKDGQLIYT
PFTEDTETVGQRALHSILNAAIMISVIVVMTILLVVLYKYR
P49768 467 aa CYKVIHAWLIISSLLLLFFFSFIYLGEVFKTYNVAVDYITV
Presenilina 1 ALLIWNFGVVGMISIHWKGPLRLQQAYLIMISALMALVFI
KYLPEWTAWLILAVISVYDLVAVLCPKGPLRMLVETAQE
RNETLFPALIYSSTMVWLVNMAEGDPEAQRRVSKNSK
YNAESTERESQDTVAENDDGGFSEEWEAQRDSHLGP
HRSTPESRAAVQELSSSILAGEDPEERGVKLGLGDFIFY
SVLVGKASATASGDWNTTIACFVAILIGLCLTLLLLAIFKK
ALPALPISITFGLVFYFATDYLVQPFMDQLAFHQFY!I

AAH06365.1 448 aa >AAH06365.1 PSEN2 protein [Homo sapiens]
MLTFMASDSEEEVCDERTSLMSAESPTPRSCQEGRQ
P49810 GPEDGENTAQWRSQENEEDGEEDPDRYVCSGVPGR

PPGLEEELTLKYGAKHVIMLFVPVTLCMIVVVATIKSVRF
YTEKNGQLIYTPFTEDTPSVGQRLLNSVLNTLIMISVIVV
MTIFLVVLYKYRCYKFIHGWLIMSSLMLLFLFTYIYLGEV
Presenilina 2 LKTYNVAMDYPTLLLTVWNFGAVGMVCIHWKGPLVLQ
QAYLIMISALMALVFIKYLPEWSAWVILGAISVYDLVAVL
CPKGPLRMLVETAQERNEPIFPALIYSSAMVWTVGMAK
LDPSSQGALQLPYDPEMEEDSYDSFGEPSYPEVFEPP
LTGYPGEELEEEEERGVKLGLGDFIFYSVLVGKAAATG
SGDWNTTLACFVAILIGLCLTLLLLAVFKKALPALPISITF
GLIFYFSTDNLVRPFMDTLASHQLYI

Fonte: Dados extraidos do NCBI (2003; 2008) e UniProt (2022b; 2022c).

As proteinas PSEN1 e PSEN2 possuem peso molecular de 52.197,31 Da e
50.140,39 Da, respectivamente. De acordo com os dados obtidos pelo ProtParam, os
aminoacidos leucina (12,1%), valina (8,6%) e alanina (7,8%) sdo apontados como os mais
frequentes em PSEN1 e a cisteina (1,1%) como o menos presente (Tabela 5). Para a
PSEN2, os aminoacidos leucina (12,9%), valina (8,5%) e glutamato (8,0%) demonstram ser

os mais frequentes, enquanto a histidina (0,9%) € o de menor prevaléncia (Tabela 5).
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Tabela 5: Composigéo, quantidade e frequéncia de aminoacidos presentes na sequéncia primaria da
PSEN1 e PSEN2

PSEN1 PSEN2

Aminoacido  Abreviatura/Sigla Quantidade Frequéncia Quantidade Frequéncia
Alanina Ala (A) 36 7,80% 27 6,00%
Arginina Arg (R) 19 4,10% 13 2,90%
Asparagina Asn (N) 17 3,70% 10 2,20%
Aspartato Asp (D) 19 4,10% 17 3,80%
Cisteina Cys (C) 5 1,10% 9 2,00%
Glutamina GIn (Q) 18 3,90% 12 2,70%
Glutamato Glu (E) 32 6,90% 36 8,00%
Glicina Gly (G) 23 5,00% 30 6,70%
Histidina His (H) 10 2,20% 4 0,90%
Isoleucina lle (1) 31 6,70% 26 5,80%
Leucina Leu (L) 56 12,10% 58 12,90%
Lisina Lys (K) 16 3,50% 15 3,30%
Metionina Met (M) 13 2,80% 18 4,00%
Fenilalanina Phe (F) 23 5,00% 21 4,70%
Prolina Pro (P) 19 4,10% 28 6,20%
Serina Ser (S) 33 7,10% 29 6,50%
Treonina Thr (T) 26 5,60% 27 6,00%
Triptofano Trp (W) 8 1,70% 8 1,80%

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do ProtParam.

A PSEN1 e PSEN2 s&o homdlogas e compartilham cerca de 67% de suas
sequéncias de aminoacidos (KOWALSKA et al., 2004). Dados levantados na plataforma
CELLO revelam a membrana plasmatica como a regido de localizagao celular para PSEN1
(score 4,796) e PSEN2 (score 4,878), sendo validadas pelas predi¢coes obtidas pelo Protter
(Figuras 11 e 12). Ambas as proteinas possuem oito dominios transmembrana, um
fragmento N- e C-terminal no citosol e uma grande alga hidrofilica entre o sexto e sétimo
dominio transmembrana, porém PSEN1 apresenta dois sitios de glicosilagdo e PSEN2

apenas um (Figuras 11 e 12).
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proteina PSEN1.
Fonte: Adaptado de Protter.

As presenilinas passam por um processamento proteolitico dentro de um dominio
codificado pelo éxon 9 e este processo pode estar relacionado a atividade bioldgica destas
proteinas. Porém, por consequéncia de um erro de splicing, ha uma mutagao que resulta
na delegdo deste dominio, o qual contém um sitio de clivagem para o processamento
proteolitico, sugerindo que seja capaz de alterar a fungéo da proteina devido a redugéo da
atividade bioldgica. Entretanto, também é sugerido que esta inibicdo possa ser um resultado
da juncao dos éxon 8 e 10 (STEINER et al., 1999).

Para PSEN1 e PSEN2 foram identificados sitios de fosforilagdo, glicosilacdo e
miristoilacdo (Tabela 6). Dez residuos alvos foram indicados para fosforilagdo em PSEN1,
sendo oito para treonina e dois para serina, além do intervalo alvo (303-306) para
fosforilagdo da proteina quinase dependente de AMPc e GMPc No caso da PSENZ2, doze
residuos foram revelados para fosforilagado, sendo cinco para treonina e sete para serina.

Quanto a miristoilagao, dois intervalos alvos foram preditos para cada uma das
presenilina (374-379 e 413-418 para PSEN1 e 359-364 e 398-403 para PSEN2). Por fim,

para a N-glicosilacdo dois residuos alvo de asparagina nas posigoes 275 e 401, e um
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sitios apontados pelo Protter.

residuo de asparagina na posi¢ao 386 foram indicados como alvos, coincidindo com os

Tabela 6: Sitios de fosforilagao, glicosilagdo, miristoilagao da proteina PSEN1 e PSEN2

Sitios

PSEN1

PSEN2

Residuos de aminoacido alvo

Fosforilagdo da proteina
quinase C (PKC)

Fosforilagdo da proteina
quinase Il (CK2)

Fosforilagdo da proteina
quinase dependente de
AMPc e GMPc

N-Glicosilagao

N-Miristoilagédo

Thr70, Thr95, Thr103,
Thr316

Thr103, Ser250, Thr270,
Thr316, Thr323, Ser349

303-306

Asn275, Asn401

374-379, 413-418

Thr27, Thr80, Thr105, Ser108,
Thr113

Ser7, Ser9, Ser30, Ser260,
Thr280, Ser330, Ser335

N&o ha

Asn386

359-364, 398-403

Fonte: Os autores. Dados extraidos do PROSITE.
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Figura 12: Predi¢do da localizagdo dos dominios transmembrana citoplasmaticos e n&o citoplasmaticos da
proteina PSEN2. Fonte: Adaptado de Protter.

Apesar da predicdo in silico da estrutura secundaria da proteina PSEN1 pela
sequéncia primaria a partir de dados do PredictProtein e do PSIPRED revelarem quatro
conformacgdes folha-beta, ha uma discordancia em relagao ao arranjo do tipo alfa-hélice, ja

que as plataformas indicam 10 e 19 unidades, respectivamente (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Predicdo da estrutura secundaria de PSEN1. Fonte: Adaptado de PredictProtein.
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Figura 14: Predigido da estrutura secundaria de PSEN1. Fonte: Adaptado de PSIPRED.

Assim como as demais, a predicdo da estrutura secundaria da proteina PSEN2
também apresenta diferenca entre os bancos de dados, sendo que o PredictProtein revela
10 arranjos alfa-hélice e 7 folhas-beta (Figura 15), enquanto o PSIPRED indica 18 arranjos

alfa-hélice e 3 folhas-beta (Figura 16).
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Figura 15: Predicdo da estrutura secundaria de PSEN2. Fonte: Adaptado de PredictProtein.
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Figura 16: Predigdo da estrutura secundaria de PSEN2. Fonte: Adaptado de PSIPRED.

E dificil afirmar exatamente qual a regido cerebral afetada pela EOAD, as placas
depositadas no cérebro de pacientes com DA se localizam principalmente nas amidalas

cerebelosas, no hipocampo e no cortex entorrinal do I6bulo temporal, por outro lado, as
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regides parietais e frontais do cortex associativo sdo menos afetadas (SERRANO-POZO et
al., 2011). Os genes APP, PSEN1 e PSENZ2 encontram-se expressos em diversas regides
do sistema nervoso central (Figura 17).

Entretanto, pacientes com EOAD demonstram menor atrofia do hipocampo,
localizado no lobo temporal medial, e atrofia mais grave no neocértex, revelando que a
reducado da funcdo da memodria em EOAD se deve ao comprometimento de outras areas
do cérebro que nao o hipocampo (CAVEDO et al., 2014).

Um estudo feito para analisar a conectividade do hipocampo e outras regiées do
cérebro, mostrou que em pacientes com EOAD, a conectividade do hipocampo com a
maioria das regides corticais nao foi significativamente diminuida, porém foi identificado
uma ruptura funcional entre o hipocampo esquerdo e o cortex frontal médio, o que pode

estar relacionado ao déficit de atengcao e de memoaria (PARK et al., 2017).

Expressdo de RNA dos genes APP, PSEN1 e PSEN2.
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Figura 17: Expressao de RNA (em nTPM) dos genes APP, PSEN1 e PSEN2 em diversas regides do
encéfalo. Fonte: Adaptado de The Human Protein Atlas (2022a; 2022b; 2022c¢).
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5 CONCLUSAO

Os dados levantados com base nas ferramentas de biologia computacional e na
revisdo da literatura, possibilitaram descrever as caracteristicas dos genes APP, PSEN1 e
PSENZ. Estes estao localizados, respectivamente, nos cromossomos 21, 14 e 1 e séo
expressos em diferentes tecidos e érgaos do organismo humano. Além disso, a expressao
do RNA destes genes revelou estar distribuida em varias regides do sistema nervoso
central. As proteinas codificadas por estes genes sao compostas por 770, 467 e 448
residuos de aminoacidos, respectivamente.

A localizacdo dos dominios da proteina APP se mostrou predominantemente no meio
extracelular, contendo apenas um dominio transmembrana, além de indicar o nucleo e o
citoplasma como as regides mais predominantes. Por outro lado, as presenilinas (PSEN1 e
PSEN2) possuem alta similaridade em sua composi¢cdo, ambas contém oito dominios
transmembrana e apresentam a membrana plasmatica como a regido de localizagao celular
mais prevalente para ambas. Em relagao a estrutura secundaria, nao houve consenso entre
os bancos de dados, portanto nido foi possivel revelar a estrutura tridimensional das
proteinas, apenas predizer a estrutura por meio dos arranjos do tipo alfa-hélice e folha-beta.

Embora a doenga de Alzheimer seja a forma mais comum de deméncia, ainda nao
ha cura e os tratamentos existentes sdo capazes apenas de retardar a progressao da
doenca. A forma de inicio precoce nao esta vinculada ao estilo de vida, mas sim a fatores
genéticos e hereditarios, sendo os genes APP, PSEN1 e PSEN2 alguns dos que possuem
grande relagdo com esta forma da doenca.

Sendo assim, o presente trabalho teve o intuito de contribuir para um melhor
conhecimento a respeito das caracteristicas destes genes, das proteinas e de suas
alteragdes ligados ao EOAD. Assim, identificar, localizar e compreender as modificagbes
nestes genes e suas consequéncias, pode auxiliar na elaboragdo de ferramentas que
auxiliem no processo de diagnostico precoce, assim como novas possibilidades de

tratamento.
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