UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS DO PONTAL
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Doenca de Alzheimer e sua relacao com o alelo €4 do gene da
Apolipoproteina E

Isabela Cristina de Paula

Trabalho de Conclusdao de Curso
apresentado a Coordenag¢do do Curso de
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Uberlandia, para obten¢do do
grau de Bacharel em Ciéncias
Biologicas.

ITUIUTABA-MG
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS DO PONTAL
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Doenca de Alzheimer e sua relacao com o alelo €4 do gene da
Apolipoproteina E

Isabela Cristina de Paula
Orientadora: Profa. Dr. Carla Patricia Bejo Wolkers

Co-orientador: Prof. Dr. Alexandre Azenha Alves de Rezende

Trabalho de Conclusdao de Curso
apresentado a Coordenacao do curso de
Ciéncias Biologicas, da Universidade
Federal de Uberlandia, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de
Bacharel em Ciéncias Biologicas.

ITUIUTABA-MG
2022


http://www.facip.ufu.br/node/2288#_blank

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha professora e orientadora Carla, por toda
paciéncia, dedicagdo, atengdo que teve todo este tempo comigo, vocé me inspirou,
ensinou e cuidou de mim durante todo esse processo € por isso sou grata. Sou grata
também aos meus pais por todo apoio financeiro que permitiu que eu chegasse até aqui.
Agradeco ao meu namorado, por todo apoio em todas as crises € at¢ mesmo antes da
escolha do tema. Agradeco imensamente minha avo paterna que me inspirou a querer
entender mais sobre a doenga de Alzheimer e querer realizar esse estudo. E agradeco
também a todas as pessoas que passaram por minha vida nestes longos anos a qual eu me
comprometi a estudar e aprender sobre o curso que eu escolhi. E agradego por ultimo as
amizades que construi neste tempo e a minha entidade Maria Mulambo por me provar

que eu posso sim me formar e conquistar o titulo de Bacharel em Biologia.



RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) acomete cerca de 35,6 milhdes de pessoas no mundo, com
perspectiva de aumento nos proximos anos, tratando-se de uma doenga com forte
influéncia genética. O presente estudo teve como objetivo caracterizar a relagdo entre a
presenca do alelo €4 da Apolipoproteina E (ApoE) e o desenvolvimento da DA de inicio
tardio. Para tanto, foi realizada a descricdo do gene que codifica a ApoE e os alelos €2,
€3 e €4, bem como da proteina codificada e suas isoformas. Além disso, foi realizada uma
revisdo bibliografica visando analisar as correlacbes da ApoE e a DA, buscando
relacionar fatores como género, etnia, saide metabdlica e ambiente. Os resultados
demonstraram que, embora trata-se de um alelo raro na populagdo, a presenca do €4 da
ApoE aumenta a predisposicdo para o desenvolvimento da DA, sendo que esta maior
predisposicdo pode variar entre géneros e etnias. A presenca do alelo €4 produz uma
isoforma da proteina ApoE que apresenta alteragdes funcionais e que resultam em
alteracdes no metabolismo associadas a fisiopatologia da doeng¢a, como uma maior
expressdo da proteina precursora amiloide, prejuizos na degradagdo dos peptideos -
amiloides e maior formacao de emaranhados neurofibrilares. Devido a correlagao
estabelecida, a ApoE constitui-se em um potencial alvo terapéutico para o tratamento e

controle da progressdo da DA.

Palavras-chave: Alzheimer de Inicio Tardio; Deméncia; Emaranhados Neurofibrilares;

Peptideo beta-Amiloide.
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INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma doenga neurodegenerativa, ou seja, um
disturbio que causa a perda progressiva de neuronios e tende a avangar, afetando areas
cerebrais do cortex encefalico e do hipocampo. A perda da memoria, um dos primeiros
sintomas observados em individuos acometidos pela DA, ocorre devido a uma continua
morte neural que € irreversivel. Este processo prejudica a capacidade de ativar memorias,
raciocinar de forma coerente, levando a dificuldades na fala, entre outras adversidades
que podem ser observadas durante as diferentes fases da doenga (ALBERDI; AZTIRIA;
BASARARB, 2016).

Atualmente, com o aumento da expectativa de vida, ¢ possivel perceber que uma
grande parcela da populacdo estd envelhecendo e, com isso, observa-se o aumento no
numero de pessoas acometidas pela DA, tendo em vista que a idade tem grande influéncia
como fator de risco para o desenvolvimento da doenga (ALBERDI; AZTIRIA;
BASARAB, 2016). A DA afeta majoritariamente pessoas com idade igual ou superior a
65 anos, sendo que a sua incidéncia sofre um aumento exponencial com a idade
(CUMMINGS et al., 2018 ). De acordo com Kumar et al. (2016), a prevaléncia da DA
pode dobrar a cada 5 anos, sendo de 3 a 5% para individuos entre 60 a 64 anos e atingindo
até 40% ou mais na populagdo da faixa etaria de 85 a 89 anos. Estima-se que em 2050,
uma em cada 85 pessoas sofrera desta patologia, sendo considerada a sétima maior causa

de mortalidade mundial entre adultos (OMS, 2021).

Considerada a forma de deméncia mais comum de acordo com a Organizagao
Mundial da Satde (OMS), a DA pode chegar a perfazer de 60 a 70% dos casos. No Brasil,
a ocorréncia da DA tem frequéncia similar a mundial, sendo que a maioria dos casos de
deméncia tem relagdo com a DA. Ainda de acordo com a OMS, existe no mundo cerca
de 35,6 milhdes de pessoas vivendo com a DA, e estima-se que em 2030 este numero
dobre. No Brasil, acredita-se que existam, em média, 1,2 milhdes de pessoas acometidas
pela DA (OMS, 2021). A deméncia € considerada uma sindrome caracterizada pelo
declinio progressivo da memoria associado ao déficit de fungdes cognitivas como,
linguagem, agnosia, apraxias e fungdes executivas (MACHADO et al., 2006). A doenca
de Alzheimer est4 entre as deméncias degenerativas, que tém sua origem principal nas

areas corticais do encéfalo (ALLEGRI, 2001; GORZONI, PIRES, 2006).



A DA ¢ uma enfermidade progressiva, sendo dividida clinicamente em trés
estagios: leve, moderado e avangado. A doenga afeta cada individuo de maneiras
diferentes, podendo depender de fatores como a personalidade da pessoa antes de adoecer,
estilo de vida, presenca de doengas cronicas, como a obesidade, entre outros. Como o
avango da DA ¢ lento, os sinais e sintomas apresentados no estagio inicial (leve) sao
constantemente negligenciados e incluem sintomas como o esquecimento, a perda da
nog¢ao do tempo e o ndo reconhecimento de lugares que sdo familiares para a pessoa. No
estagio intermediario (moderado), conforme a DA progride, os sintomas vao se tornando
mais evidentes, sendo eles o esquecimento de eventos recentes € nomes de pessoas, a
dificuldade de comunicagao, ficar perdido, necessitar de ajuda de terceiros para cuidados
pessoais ¢ mudangas de comportamento. J4 no estagio avangado (tardio) tem-se uma
perda significativa na cogni¢do e no controle corpdreo, tendo como sintomas a
inconsciéncia em relacdo a hora ou lugar, dificuldades para reconhecer outras pessoas
como amigos e parentes, necessidade progressiva de autocuidados assistidos, dificuldade
para se locomover e uma crescente mudanga comportamental, levando, inclusive, a atos

de agressao (OMS, 2021).

A fisiopatologia da DA inclui o acimulo de placas senis e de emaranhados
neurofibrilares (ENF). As placas senis sdo caracterizadas pelo acimulo da proteina beta-
amiloide (A), que tem como propriedade a agregacao proteica na parte extracelular dos
neurdnios, levando a formacao de fibras amiloides (ALMEIDA, 1997). Sua formagao ¢
relacionada com o deposito de peptideos AP que, com o tempo, vao se tornando cada vez
mais densos. Alguns estudos indicam que o peptideo A ¢ soluvel no inicio dos depositos,
mas conforme o tempo passa, este se torna insoluvel (ALMEIDA, 1997, HAMDAN,
2008). Neste contexto, as placas senis sdo formadas por pequenos fragmentos de peptideo
AP que, por possuirem aspecto quimicamente “pegajoso”, se agrupam em torno dos
neurdnios. Essas placas se formam a partir da clivagem da proteina percussora amiloide
(APP) pelas enzimas a-secretase e y-secretase, e a fosforilacdo da proteina Tau, gerando
fragmentos de peptideos toxicos. Em pacientes acometidos pelo Alzheimer, estas placas
estdo localizadas, principalmente, no sistema limbico (amigdala, hipocampo, cortex

entorrinal e em areas corticais e subcorticais) (HAMDAN, 2008).

Embora as placas senis estejam diretamente relacionadas a fisiopatologia da DA, a

gravidade da doenca pode estar mais correlacionada a formagdo de ENFs. Os ENFs sao

8



feixes de fibras densas anormais que podem aparecer no citoplasma de algumas células
nervosas. S30 estruturas intraneurais, formadas por filamentos de caracteristica helicoidal
(HAMDAN, 2008; SERENIKIL; VITAL, 2008), podendo ter relagdo com uma alteragdo
no funcionamento da proteina Tau. Essa proteina pode ser encontrada em grande parte
dos tecidos, sendo altamente expressa no sistema nervoso central e periférico,
apresentando seis isoformas diferentes identificadas em mamiferos, e tem fungdo
principal de se ligar, promover e estabilizar a associacdo dos microtubulos intracelulares
(HARTMANN, ALMEIDA; LIVRAMENTO, 2004). A proteina Tau esta relacionada a
formagdo de processos axonais e contatos sindpticos e, em individuos portadores de DA,
encontra-se modificada por uma adi¢do anormal de foésforo, o que ocasiona o
aparecimento destes filamentos, causando as lesdes que estdo associadas aos processos
de neurodegeneracdo observados na DA (ALMEIDA, 1997; FORLENZA, 2005;
HAMDAN, 2008).

Quando estudamos a DA ¢ possivel observar duas formas da doenga, sendo familiar
ou esporadica. A forma prematura, reconhecida por ser a forma familiar da DA, tem inicio
precoce, em média aos 45 anos de idade. Esta forma da doenga contempla apenas 5% dos
casos de DA, sendo, portanto, bastante rara (MASTERS et al., 2015). Normalmente, esta
forma da doenga ¢ hereditaria e esta relacionada a mutagdes autossomicas que podem
ocorrer em diferentes genes, sendo eles os que codificam a proteina precursora de
amiloide (APP), a presinilina 1 (PS1) e a presinilina 2 (PS2) (ROCCHI et al., 2003). Uma
pequena porcentagem dos casos de DA precoce tem relacdo com o gene que codifica a
proteina APP, localizada no cromossomo 21. Individuos que apresentam Sindrome de
Down relatam sintomas e alteracdes caracteristicas da DA por volta de 40 anos de idade,
provavelmente por apresentarem expressao elevada da proteina APP (GONCALVES;
CARMO, 2012).

J& na sua forma esporadica, a DA ¢ considerada a forma mais comum de deméncia,
contribuindo com 60 a 70% dos casos, com seu inicio em torno dos 65 anos de idade
(OMS, 2021). Os mecanismos patologicos que envolvem a DA de inicio tardio ndo foram
completamente esclarecidos, mas possivelmente ocorrem a partir da associagdo entre
genética, estilo de vida e ambiente, produzindo fatores de risco que podem contribuir para
o desenvolvimento da doenca (CHEN, 2018; MARQUES et al. 2013; SANABRIA-
CASTRO; ALVARADO-ECHEVERRIA; MONGE-BON, 2017). Entre os fatores de
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risco para a DA de inicio tardio, podemos destacar: idade avancada, sexo feminino,
historico familiar, algumas etnias mais propensas a desenvolver a doenga, como
caucasianos, fumo, diabetes, hipertensdo, lesdes cerebrais, obesidade, além da presenca

do alelo €4 do gene da apolipoproteina E (4poE) (BURKE et al., 2017).

Apesar das evidéncias indicando possivel influéncia genética no aparecimento da
DA tardia, os estudos acerca dos genes associados ao seu desenvolvimento ainda nao
permitem conclusodes definitivas. Considerado um avango importante para compreensao
da doenga, descobriu-se que a DA de aparecimento tardio apresenta uma forte associagao
com o gene ApoE (CORDER et al., 1993). A ApoE trata-se de uma glicoproteina,
encontrada em abundéncia no plasma humano. E sintetizada no figado, sendo que este
orgao ¢ o responsavel pela maior parte da sua producdo (ELSHOURBAGY et al., 1985).
No encéfalo, a ApoE coordena a redistribui¢ao do colesterol, da mielina e das membranas
neurais, ¢ também pode estar relacionada ao reparo sindptico € na resposta ao prejuizo
tecidual. A ApoE também desempenha um papel fundamental para o catabolismo de

componentes ricos em triglicerideos no corpo humano (WEISGRABER, 1990; 1994).

Em humanos, existem trés alelos principais do gene ApoE, decorrentes de apenas
duas alteragdes no DNA, chamados de €2, €3 e ¢4 (WEISGRABER, RALL, MAHLEY
1981; RALL et al., 1982); entretanto, a natureza polimoérfica do gene ApoE ndo ¢é restrita
a esses polimorfismos, os quais definem as trés isoformas mais comuns da proteina na
populagdao (NICKERSON et al., 2000; FULLERTON et al., 2000). Outros polimorfismos
foram identificados préximos a regido promotora, mas a sua importancia na DA ainda
nao foi determinada de maneira consistente. A repeticdo do alelo €4 acrescenta um risco
oito vezes maior de desenvolvimento da DA (CORDER et. al., 1993). Também foi

possivel correlacionar o alelo €2 com um efeito protetivo para a DA (EWBANK, 2002).

O estudo realizado por Corder et al. (1993) foi o primeiro a avaliar a relacdo da
ApoE €4 com a DA. Neste estudo foi possivel concluir que o risco de desenvolver a DA
aumenta de 20 a 90%, e a média de idade do inicio da doenca diminui de 84 para 68 anos
com o aumento no numero de alelos €4, sendo que este alelo foi considerado suficiente
para desenvolver a doenga aos 80 anos; entretanto, a sua presenga nao determina se o
individuo vai sofrer ou nao da doenga. As formas pelas quais a DA se associa ao alelo g4
ainda ndo foram completamente elucidadas, embora uma série de estudos a relacione com
uma disfun¢do no metabolismo do peptideo AB. Neste contexto, estudos avaliando a
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relagdo entre o gene ApoE e a DA sdo essenciais para se tracar a hereditariedade da

doenga, bem como aspectos relacionados a sua prevengao e tratamento.
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OBJETIVO GERAL

Analisar as caracteristicas do gene e da proteina da apolipoproteina E (ApoE) em

Homo sapiens visando correlacionar com o desenvolvimento da doenga de Alzheimer.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Apresentar as caracteristicas genéticas e bioquimicas da proteina ApoE e
correlacionar as informagdes sobre o gene e a proteina da ApoE a fisiopatologia da doenca

de Alzheimer de aparecimento tardio.
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METODOLOGIA

Um estudo exploratdrio e descritivo foi realizado no periodo de novembro/2021 a
julho/2022, baseando-se em revisdo bibliografica e no uso de ferramentas de biologia
computacional, para obtencdo de dados sobre o gene e a proteina ApoE e sua correlagdo

com a DA.

Para a revisdo da literatura utilizou-se as bases de dados Google Scholar, SciELO,
PubMed e Periodicos Capes, tendo como entrada as seguintes palavras-chave: “ApoE”,
“ApoE €47, “Doenga de Alzheimer”, “Proteina amiloide [, “Placas senis”,
“Emaranhados Neurofibrilares” e “Proteina Tau”, e seus correspondentes em inglés.
Além disso, os termos foram combinados utilizando o operador booleano “AND” para

compor a estratégia de busca, maximizando os resultados.

A localizag@o cromossdmica do gene codificador da ApoE, assim como a descri¢ao
da sua composi¢do, foi obtida a partir do banco de dados Genetics Home References
(https://ghr.nlm.nih.gov/) (NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2021). As
sequéncias de residuos de nucleotideos e aminoacidos no formato FASTA, para H.
sapiens, foram obtidas no banco de dados NCBI — National Center of Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProtKB — UniProt Knowledgebase
(https://www.uniprot.org/). Ainda, no NCBI foi possivel revelar a andlise transcriptdmica

em diferentes tecidos e 6rgaos.

A estrutura proteica cristalizada em 3D foi levantada no PDB — Protein DataBase
(https://www.rcsb.org/) (BERMAN., 2000) e validada no Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/) (KOPP; SCHWEDE, 2004; WATERHOUSE et al.,
2018). A ferramenta ProtParam (https://web.expcasy.org/protparam/) (GASTEIGER et
al., 2005) no banco de dados Expasy, foi utilizada para revelar as caracteristicas
moleculares, como o percentual individual de aminoacidos na composi¢ao da proteina,
peso molecular e composicao atomica. A localizagdo celular da ApoE foi demonstrada
por meio do PSORT II Prediction (https://psort.hgc.jp/) e validada pelo CELLO —
Subcellular Localization Predictor (http://cello.life.nctu.edu.tw/). O PROTTER foi

utilizado para visualizagdo de proteoformas (https://wlab.ethz.ch/protter/start/).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Descrigdo do Gene ApoE

A descricao do gene ApoE foi baseada na sequéncia de nucleotideos disponivel na
base de dados NCBI (Gene ID: 348). O gene ApoE codifica uma glicoproteina,
considerada a principal apolipoproteina do quilomicron, e esta localizado no brago longo
do cromossomo 19, na regido 19q13.32 (Figura 1) em um cluster relacionado aos genes
das apolipoproteinas C1 e C2 (NCBI, 2022), sendo composto por quatro éxons separados
por trés introns (PAIK et al., 1985).

Figura 1. Localizacao do gene ApoE no cromossomo 19 de Homo sapiens, demarcado com a
linha azul. FONTE: NCBI, 2022.

O gene ¢ expresso majoritariamente no figado (RPKM 1021,7) e nos rins (RPKM
648,1), mas também em outros tecidos em menor propor¢ao, incluindo a glandula adrenal,

o tecido adiposo, o baco e o encéfalo (Figura 2).
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Figura 2. Expressdo do gene ApoE em diferentes tecidos em Homo sapiens, em RPKM (reads
per kilobase por milion mapped reads). FONTE: NCBI, 2022.

Trata-se de um gene conservado em mamiferos, apresentando homologia com
outros primatas, como o chimpanzé e o macaco Rhesus, € com mamiferos de outros
grupos, incluindo caes, bovinos, camundongos e ratos. Além disso, foi observado que 289

organismos apresentam genes ortdlogos com o gene ApoE humano (NCBI, 2022).

O ApoE é um gene polimodrfico que apresenta diferentes variantes, resultado de
mutagdes pontuais na estrutura do gene, codificando trés isoformas diferentes da proteina.
Estas variantes, denominadas €2, €3 e &4, sdo geradas por dois polimorfismos de
nucleotideo tnico (SNPs) denominados rs429358 e rs7412 no éxon 4. O SNP rs429358 ¢
caracterizado pela substituicdo de uma citosina por uma timina na posi¢do 3937

(C3937—>T) e 0 SNP rs7412 ¢ caracterizado pela substituicdo de uma citosina por uma
timina na posi¢ao 4075 (C4O75—>T) (para revisao ver SERIPA et al., 2011).
As variantes €2, €3 e ¢4 podem ser consideradas como hapldtipos do gene ApokE,

gerados pela combinacdo de alelos de dois SNPs no locus ApoE. As tré€s variantes

principais do gene ApoE sdo determinados por trés haplotipos, resultado da combinacao
de alelos de dois SNPs. O haplotipo T3937.14075 identifica a variante €2, 0 haplétipo
T3937_ 4075 identifica a variante €3 e o haplétipo C3937-C4075, 3 variante €4. Um

15



quarto haplotipo C3937-T4075 fo descrito e denominado €3r, entretanto ¢ extremamente

raro e foi identificado em apenas trés familias (SERIPA et al., 2007; 2011).

Estudos realizados em humanos foram capazes de calcular a frequéncia dos alelos
do gene ApoFE na populacdo mundial. Sugere-se que o alelo €4 esteja relacionado com a
ancestralidade, pois ¢ encontrado em primatas nao-humanos, enquanto o alelo €3 ¢ o mais
frequente encontrado na populacao humana e estd negativamente correlacionado com o
alelo €4, o que indica que o alelo ancestral herdado foi substituido pelo novo alelo

(GERDES et al., 1996).

Em populagdes nas quais a agricultura foi bem estabelecida ha muito tempo tém-se
frequéncia elevada do alelo €3, como no leste asiatico variando de 0,82 a 0,87 e na bacia
do Mediterraneo de 0,85 a 0,90 (GERDES et al., 1996), o que sugere que as propriedades
da isoforma da proteina ApoE3 forneceram alguma vantagem na transicao da coleta de
alimentos para sua produg@o. Neste contexto, hoje a frequéncia do alelo €4 ¢ maior em
populagdes em que a economia de forrageamento ainda existe, ou o suprimento alimentar
ainda ¢ mais escasso, como nos povos Pigmeus, aborigenes da Malésia e Australia,

Papuas, Lapos e alguns nativos americanos (CORBO; SCACCHI 1999).

A presenca dos alelos do ApoE na populagdo parece variar de acordo com
caracteristicas apresentadas em diferentes lugares do mundo, como a latitude, a
temperatura e a ecologia. Maior frequéncia do alelo €4 do ApoE foi observada em
latitudes mais elevadas, associadas a individuos com altas taxas metabodlicas (GERDES
et al., 1992). No mundo, a distribuicdo da frequéncia do alelo €4 sugere que a selegdo
natural construiu um gradiente latitudinal, sendo que a presenga do alelo €4 pode
aumentar em relagdo a linha do Equador, reduzindo em latitudes médias e aumentando
novamente em latitudes mais altas. Este fato se correlaciona as taxas metabolicas basais
que tendem a ser mais elevadas em ambientes quentes e frios, sendo esta observagao
relacionada a hipdtese de que a taxa de alelo €4 na populagdo esta associada a taxas
metabolicas mais elevadas. A temperatura parece desencadear mudancas na taxa
metabolica que influencia os requerimentos por colesterol e consequentemente a selecao
por apelos do gene ApoE em humanos que proveriam mais colesterol para as células

(EISENBERG; CHRISTOPHER; GEOFFREY, 2010).
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Por codificar uma proteina que estd relacionada ao metabolismo de lipideos,
incluindo seu transporte e distribui¢do entre diferentes tecidos (MAHLEY; RALL, 2000),
este gene tem relagdes intrinsecas com o metabolismo e consequentemente com o
desenvolvimento de sindromes metabolicas. O alelo €4 esta relacionado a valores mais
elevados de colesterol VLDL (Very low-density lipoprotein), o que poderia ser benéfico
em populacdes de baixo consumo de alimentos, mas que, apos a transi¢do alimentar,
especialmente em regides como a América do Norte, passou a ser marcador de doencas
como o diabetes melitus e doengas cardiovasculares. WEISS, FERRELL e HANIS (1984)
hipotetizam que o alelo €4 do gene ApoE possa ser um bom candidato a “hipotese do gene
econdmico”, segundo a qual haveriam genes que, por um processo de sele¢do natural,
faziam com que nossos ancestrais que enfrentavam periodos de escassez alimentar,
pudessem acumular mais gordura ap6s a alimentagdo, visando a sobrevivéncia. Hoje, em
condicdes de excesso alimentar, a presenca deste alelo seria prejudicial para o

metabolismo.

Além dos polimorfismos observados anteriormente, o gene da ApoE pode
apresentar também polimorfismos ndo génicos, como resultado de um processo de
sialilag@o pos-traducional. Estas isoformas sililadas representam entre 10 a 20% da ApoE
plasmatica. Este polimorfismo, associado aos polimorfismos génicos, contribui para uma
maior complexidade ao papel desta proteina nos processos fisiologicos (MAHLEY;

RALL, 2000).

2. Descrigdo da proteina ApoE

A descrigdo da proteina ApoE foi feita considerando-se a sequéncia de aminoacidos
no formato FASTA, disponivel na base de dados UNIPROT sob o cddigo P02649, sendo
apresentada na figura 3. A ApoE ¢ uma lipoproteina formada por uma sequéncia de 317

aminodacidos, com peso molecular de 36.154 Da.
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Figura 3. Sequéncia de aminoacidos em formato FASTA da ApoE (3A), com destaque para a
sequéncia do peptideo sinal (linha laranja), e predi¢@o da estrutura tridimensional da proteina no
AlphaFold (3B). FONTES: Adaptada de UNIPROT, 2022 e ALPHAFOLD, 2022.

A tabela 1 apresenta a composi¢ao de aminoacidos da proteina ApoE avaliada pela
ferramenta Protparam, apresentando um total de 51 residuos carregados negativamente
(Asp + Glu) e de 47 residuos carregados positivamente (Arg + Lys). A meia vida estimada

da proteina ¢ de 30 horas em reticuldcitos humanos (in vitro) (GASTEIGER et al., 2005).

Tabela 1 — Composi¢ao de aminoacidos da sequéncia primaria da APOE

Aminoacido | Abreviatura/Sigla | Quantidade Frequéncia
Alanina Ala 39 12,3
Arginina Arg 34 10,7

Asparagina Asn 1 0,3
Aspartato Asp 11 3,5
Cisteina Cys 2 0,6

Glutamina Gln 32 10,1

Glutamato Glu 40 12,6
Glicina Gly 18 5,7
Histidina His 2 0,6
Isoleucina Ile 2 0,6
Leucina Leu 41 12,9

Lisina Lys 13 4,1

Metionina Met 8 2,5

Fenilalanina Phe 4 1,3
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Prolina Pro 8 2,5
Serina Ser 14 4.4
Treonina Thr 12 3,8
Triptofano Trp 8 2,5
Tirosina Tyr 4 1,3
Valina Val 24 7,6
Pirolisina Pyl 0 0
Selenocisteina Sec 0 0

FONTE: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do ProtParam com base na
sequéncia de aminoacidos no formato FASTA.

Os dados de localizagao da ApoE, de acordo com o UniProt, indicam a associagao

desta proteina com quilomicrons no plasma, assim como associada a matriz extracelular

(UNIPROT, 2022). A validagdo por meio do PSORT II e CELLO confirmaram a

localizagdo extracelular, sendo o score de 4,191 (significativo) no CELLO e de acordo

com o PSORTII a maioria da proteina excretada (67%) também estd localizada no

ambiente extracelular.

A confirmagdo da localizagdo da ApoE em relagdo a membrana plasmatica ¢

apresentada na figura 4, evidenciando que a proteina ¢ extracelular e ndo apresenta

regides transmembrana ou dominios citoplasmaticos.
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Figura 4. A localizacdo extracelular da ApoE partir do Protter. FONTE: Adaptada de Protter
com base na sequéncia de aminoacidos no formato FASTA.

Ap0s a tradugdo, a ApoE passa por modificagdes pds-traducionais, incluindo a
protedlise de 18 aminoacidos na regido N-terminal, gerando a eliminagdo do peptideo
sinal antes da sua secre¢do. A proteina é ainda glicosilada com cadeias de carboidratos
contendo acido sialico e secretada como sialoApoE, sendo subsequentemente desililada

no plasma (ZANNIS et al., 1984).

Conforme descrito na estrutura do gene, dois SNPs geram as trés diferentes
isoformas da proteina. Os nucleotideos envolvidos nos SNPs (posigoes 3937 ¢ 4075) sao
a primeira base de dois cdédons CGC que codificam o aminoéacido arginina (Arg), sendo
que as trocas de C—T resultam no cédon TGC que codifica a cisteina (Cys). Assim, a
isoforma da proteina ApoE2 apresenta duas cisteinas nas posicdes 112 e 158. Ja a
isoforma E3 apresenta uma cisteina na posi¢do 112 e uma arginina na posicao 158 e, por
fim, a isoforma E4 apresenta duas argininas nas posi¢cdes 112 e 158 (RALL;

WEISGRABER; MAHLEY, 1982; SERIPA et al., 2011). E importante ressaltar que as
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posi¢des de troca de aminoacidos 112 e 158 se referem a proteina secretada de 299
aminoacidos, sem o peptideo sinal.

Esta mudanca de aminoacidos entre as isoformas desencadeia em diferencas na
estabilidade e interagdes: a mudanca da Cys!12 pela Argl12 na ApoE4 promove a perda

da ligagdo idnica com o Glu233, criando uma interacdo interdominios que reduz a

capacidade de ligacdo lipidica. Nas isoformas ApoE3 e ApoE4 ha uma ponte de sal
(combinacdo de duas interacdes ndo covalentes) entre a Argl38 ¢ Aspl34 que ¢ perdida
na ApoE2 com Cy5158, na qual a ponte de sal ocorre entre Asp1 54 Cy5158, removendo

o lado positivo da cadeia de Arg150 da regido de ligacdo do receptor LDL (low-density
lipoprotein), afetando sua capacidade de ligagdo (HATTERS et al., 2005). A figura 5

apresenta a estrutura da ApoE e suas respectivas isoformas.

ApoE3R

Figura 5. Modelos tridimensionais das quatro principais isoformas da proteina ApoE.
FONTE: Seripa et al. (2011).

Andlises fisicas e bioquimicas demonstraram que a ApoE apresenta dois dominios
separados por uma regido de dobradica. O dominio amino-terminal (N-terminal) parece
ser o dominio funcional, contendo regides de ligagdo com a heparina, enquanto o dominio
carboxi-terminal (C-terminal) parece ser um dominio funcional distinto contendo os

principais locais de ligagao lipidica (MAHLEY; RALL, 2000).
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Enquanto a ApoE3 e a ApoE2 se ligam preferencialmente as lipoproteinas de alta
densidade (HDL), a ApoE4 se liga preferencialmente a VLDL. Esta diferenga na
capacidade de associag@o nas lipoproteinas parece ser determinada por intera¢des dos
dominios N-terminal e C-terminal entre as isoformas (Figura 6) (DONG;

WEISGRABER, 1996; MAHLEY; RALL, 2000).

Regiao de ligagao do receptor LOL Regidio de ligagao lipidica

1 135 150 167 . 206 244 272 209
| | Dobradiga
NH, | | | COOH
Dominio N-terminal 11|2 15]3 Dominio C-terminal
apoE2 Cys Cys
apoE3 Cys Arg
apoE4 Arg Arg

Figura 6. Estrutura da apolipoptoteina E madura apds as modificagdes pos-traducionais.
A regido N-terminal (1-167) esta conectada por uma regido de dobradi¢a ao dominio C-
terminal (206-209). Sdo apresentadas as regides de ligacao lipidica e do receptor LDL.
As posigoes 112 e 158 sdo apresentadas, indicando os diferentes aminoacidos que
originam as trés principais isoformas da proteina (ApoE2, ApoE3 e ApoE4). FONTE:
Modificada de MUNOZ, FELDMAN (2019).

A ApoE esta envolvida no transporte e clearance de lipideos, incluindo o LDL,
HDL, VLDL e triglicerideos, sendo considerada como a principal determinante do
metabolismo das lipoproteinas. Sua fungdo primaria é transportar e entregar lipideos de
um tecido para outro. Trata-se de um componente das particulas de VLDL quando
secretadas pelo figado sendo adicionada aos quilomicrons apds sua sintese e secre¢do no
intestino delgado, direcionando o metabolismo tanto de triglicerideos como de colesterol
(VLDL). A ApoE também influencia o metabolismo de lipoproteinas, se acumulando na
sua superficie e reduzindo a taxa de lipdlise de triglicerideos pelas lipases (para revisao

ver MAHLEY; RALL, 2000).

A ApoE esta envolvida na biosintesse de VLDLs pelo figado e sua captagdo pelos
tecidos periféricos, o que garante a entrega de triglicerideos e o armazenamento de
energia no musculo, coragdo e tecido adiposo (KOCKX; TRAINI; KRITHARIDES,
2018). Neste contexto, a ApoE desempenha um papel primordial na homeostase lipidica

plasmatica e tecidual. De fato, a ApoE est4, ainda, envolvida em dois passos do transporte
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reverso de colesterol a partir dos tecidos periféricos ao figado, mediado por HDL,
desempenhando um papel importante também na homeostase do colesterol (JI et al.,

1997; KRIMBOU et al., 2004; VERGHESE et al., 2013).

Além de estar relacionada ao metabolismo de lipideos plasmaticos, a ApoE também
desempenha um papel importante no transporte de lipideos no sistema nervoso central,
regulando a sobrevivéncia e brotamento de neurénios (FAGAN et al., 1996; HUANG;
MAHLEY, 2014).

Devido a sua relagdo intrinseca com o metabolismo de lipideos, a ApoE e suas
diferentes isoformas estdo associadas a diferentes riscos no desenvolvimento de diversas
patologias como hiperlipoproteinemia 3 (HLPP3) (LOHSE et al.,, 1991) ¢ DA de
aparecimento tardio (HUANG; MAHLEY, 2014). Além disso, estudo recente realizado
pelo Biobank do Reino Unido demonstrou que existe uma associacdo positiva entre o
risco de COVID-19 grave e a presenca do alelo ApoE €4, relacionado a hospitalizagdo de
pacientes, independendo da pré-existéncia de comorbidades. Sendo assim, individuos
portadores do alelo ApoE €4 parecem possuir maior suscetibilidade a desenvolver um
caso grave da COVID-19 quando comparados a individuos portadores do alelo ApoFE €3
(KUO et al., 2020).

3. Relagoes entre a proteina ApoE e a Doenca de Alzheimer

O aparecimento da DA apresenta um forte fator genético, sendo que o gene ApoE ¢é
considerado importante na etiologia de mais da metade de todos os casos de DA. Estudos
indicam que, aproximadamente 80% dos casos da DA familiar, de inicio precoce, e 64%
dos casos de DA de inicio tardio tem relagcdo com a presencga de ao menos um alelo ApoE

¢4 (SAUNDERS et al., 1993).

A relagdo entre o aparecimento da DA e o gene ApoE vem sendo relatado por
diversos estudos desde o inicio da década de 90 (CORDER et al., 1993; SAUNDERS et
al., 1993; STRITTMATTER et al., 1993; REIMAN et al., 1996). Estes estudos sugerem,
que a idade de inicio da doenca esta relacionada a quantidade de alelos €4 do gene ApoE.
Foi observado que cada alelo €4 adicional teve influéncia no inicio da doenga para idades

mais jovens. O inicio, em média, foi de 84,3 anos em individuos com a auséncia de alelos
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ApoE €4, 75,5 anos em individuos com apenas um alelo ApoE €4 e de 68,4 anos em
individuos portadores dos dois alelos ApoE €4 (CORDER et al., 1993). Além disso,
mesmo antes do aparecimento da DA, a homozigose para ApoE €4 pode ser considerada
um preditor para a doenca, ja que individuos de meia idade com este perfil gendmico
apresentam reducao no metabolismo para glicose nas mesmas regioes encefalicas que os

pacientes diagnosticados (REIMAN et al., 1996).

Estudo mais recente utilizando técnicas de imagem demonstra claramente o
impacto do alelo ApoE €4 sendo que aqueles individuos portadores do alelo apresentam
taxas mais elevadas de perdas estruturais em regides encefalicas, como o lobo temporal
medial, em torno dos 50 anos de idade. Além disso, portadores deste alelo apresentam um
aumento longitudinal no acimulo do peptideo AP no cortex cerebral de forma difusa

(MISHRA et al., 2018).

De fato, a frequéncia dos diferentes alelos ApoE na populacdo varia entre individuos
saudaveis e aqueles acometidos pela DA. Em uma metanalise, Farrer et al. (1997)
demonstraram que em caucasianos saudaveis os alelos da ApoE €2, ApoE €3 e ApoE &4
sdo encontrados com frequéncia de cerca de 8%, 78% e 14%, respectivamente, enquanto
nos pacientes portadores de DA, a frequéncia do alelo ApoE &4 sobe para 37%. Avaliando
as frequéncias genotipicas, observa-se que o genotipo ApoE €3/e4 representa 21% em
individuos saudaveis e 41% em individuos afetados. Ja o gendtipo ApoE €4/e4 representa
cerca de 2% na populagdo saudavel e em torno de 15% na populacdo afetada. Além disso,
foi observado que a presenga do alelo ApoE €2 tem papel protetivo em individuos que

possuem genotipos ApoE €2/e2 e ApoE €2/¢3 (FARRER et al., 1997).

Neste contexto, possuir o alelo ApoE €4 ¢ um forte preditor para o desenvolvimento
da DA; embora, mesmo entre portadores, os riscos variem dependendo da idade, da
ancestralidade e do género. Farrer et al. (1997) demonstraram que o risco conferido pelo
alelo ApoE €4 ¢ maior em individuos mais jovens, sendo que o pico do risco para DA em
portadores do gendtipo ApoE €3/e4 aos 65 anos, enquanto em portadores do gendtipo
ApoE €4/e4 ocorre aos 60 anos. Com relagao a ancestralidade, observa-se que dependendo
da populacdo, os riscos associados a presenca do alelo ApoE ¢4 podem variar. Em
populagdes com ancestralidade africana, como, por exemplo, os afroamericanos, a
frequéncia do alelo ApoFE &4 ¢ maior (aproximadamente 19%), mas o risco de desenvolver
a DA ¢ baixo quando comparado a populacdo caucasiana. J4 o contrario pode ser
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observado em individuos com ancestralidade asiatica. Em japoneses, a frequéncia do
alelo ApoE €4 € baixa (aproximadamente 9%), mas o risco de desenvolvimento da DA

associado ao alelo ¢ mais elevada (FARRER et al., 1997).

Ja com relagdo ao género, varios estudos realizados demonstraram que os efeitos
da ApoE &4 na suscetibilidade & DA s3ao maiores em mulheres quando comparados aos
homens (PAYAMI et al., 1994; FARRER et al., 1997; ALTMANN et al., 2014),
entretanto as relagdes entre género, genodtipo para o ApoE e idade sao complexos
(RIEDEL; THOMPSON; BRINTON, 2016). Em uma metanalise, Neu et al. (2017)
demonstraram que homens e mulheres que apresentam o gendtipo ApoE e4/e4 t€m
chances parecidas de desenvolver a DA entre 55 e 85 anos, entretanto os riscos para

mulheres se mostram aumentados em idades mais jovens.

Embora ainda ndo se conheca as causas para esta diferenga, evidéncias demonstram
que a fisiopatologia da doenca varia entre os géneros em individuos portadores do alelo
ApoE e4. De acordo com Altmann et al. (2014), a analise de biomarcadores no liquor de
pacientes demonstrou que este risco aumentado em mulheres pode estar associado a
patologia da proteina Tau, j4 que um aumento nos niveis desta proteina foi observado em

mulheres portadoras do alelo ApoE ¢4 com declinio cognitivo leve.

Além disso, independente da presenca do alelo ApoE ¢4, mulheres sdo mais
susceptiveis ao desenvolvimento da DA, havendo uma possivel relagdo com o inicio da
menopausa, momento no qual a mulher tem o encerramento da fung¢do ovariana e a
diminui¢cdo da producdo de estrogénio (EVANS et al., 1999). De fato, estudos
demonstram que em mulheres hd um aumento ventricular caracteristico de atrofia
cerebral que pode comecar em torno da sexta década (KAYE et al., 1992) e progredir
rapidamente (TAKEDA, 1985), sendo que a perda de volume cerebral pds-menopausa ¢
maior em areas relacionadas & memoria, como os lobos parietais ¢ o hipocampo
(MURPHY et al., 1996). Os niveis de estrogénio também podem ter relacdo com a
susceptibilidade a DA, j& que baixos niveis cerebrais de estrogénio sdo observados em
mulheres com DA quando comparados as mulheres sadias de idade similar. Além disso,
a menopausa causada pela retirada cirurgica dos ovarios antes da idade natural aumenta
os riscos de declinio cognitivo e de desenvolvimento da DA (para revisdo ver

CHRISTENSEN; PIKE, 2015).
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Embora seja clara a relacdo entre a presenca do alelo ApoE &4 ¢ uma maior
susceptibilidade a DA, existem poucos estudos investigando de fato quais sdo os efeitos
da presenca deste alelo na cognicao e na fisiopatologia da doenca (EMRANTI et al., 2020).

A forma como a DA se expressa pode envolver efeitos metabdlicos que sao
especificos da isoforma da proteina codificada por diferentes genoétipos, envolvendo a
presenca ou auséncia do alelo ApoE ¢4. Nas isoformas da ApoE ocorrem modificagdes
traducionais diferenciais que determinam as variacdes no metabolismo e que podem

contribuir para a patogenicidade da doenca (BROWN; GOLDSTEIN, 1986).

A presenga do alelo ApoE &4 parece contribuir para a deposi¢do de placas AP em
individuos saudaveis, em casos de declinio cognitivo leve e em pacientes com DA
sintomaticos (KANTARCI et al., 2012; MURPHY et al., 2013; GONNEAUD et al.,
2016), sendo este acuimulo observado mais cedo em portadores deste alelo (FLEISHER
et al., 2013). Os niveis do peptideo AP no cérebro representam um balango entre sua
produgdo e eliminagdo, sendo que seu acumulo pode acontecer por excesso de produgdo,
eliminagdo ineficiente ou ambos. As diferentes isoformas da proteina ApoE podem
influenciar na transcri¢do da APP e na produ¢ao do peptideo AP, por meio do estimulo
da via das proteinas-quinases ativadas por mitégenos (MAPK) nos neurénios, podendo
elevar a expressdo da APP, embora a relagdo entre este mecanismo e o desenvolvimento

da DA ndo seja claro (HUANG et al., 2017).

As evidéncias sugerem que o prejuizo na eliminagdo do peptideo AP pode ser a
maior causa da génese da DA de inicio tardio. Alteragcdes no funcionamento de receptores
para a ApoE, como o LRP1, LDLR e o HSPG, podem promover aumentos ou redugdes
no processo de eliminacdo do peptideo AP, podendo estar correlacionados a um maior
actimulo deste peptideo. A eliminagdo do peptideo AP do fluido intersticial ¢ dependente
da isoforma da ApoE, sendo que portadores da ApoE4 apresentam a menor taxa de
eliminagdo (CASTELLANO et al., 2011). Estudos iniciais mostram que a ApoE pode se
ligar ao peptideo AP e formar um complexo que ¢ internalizado pelas células via
receptores LRP1 e LDLR, sendo o AP degradado pelos lipossomos. O complexo formado
pelo peptideo AP e a ApoE4 € menos estavel que o formado por outras isoformas, o que
poderia promover menor eficiéncia na elimina¢dao do peptideo Ap (CLAXTON et al.,

2015).
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Outro ponto importante na eliminacao do peptideo AP € as proteases responsaveis por
sua degradacdo, como a neprilisina (NEP) e a enzima degradadora de insulina (IDE).
Individuos que apresentam a isoforma ApoE4 parecem ter redu¢@o nos niveis da enzima
IDE no hipocampo, o que poderia contribuir para uma eliminacao prejudicada (COOK et
al., 2003). Estudo com camundongos transgénicos para o gene ApoE também sugere que
estas enzimas contribuem para o depésito do peptideo AP, se tornando um episddio mais
severo na presenca da isoforma ApoFE €4. A interrupcio do gene ApoE em camundongos
nocaute inibe a deposicao da AP (BALES et al., 1997), refor¢ando a conclusao de que a
expressao deste gene tenha relacdo com a deposi¢ao de AP e com o desenvolvimento da

doenga.

Em uma revisdo sistematica, Emrani et al. (2020) demonstraram que estudos
sugerem que os individuos portadores de DA que possuem o alelo ApoE €4 podem
apresentar outras diferencas fenotipicas, além do acumulo do peptideo AP, quando
comparados aos nao-portadores. Por exemplo, pacientes ApoE &4+ parecem possuir
acumulo de ENFs da proteina Tau, assim como maior atrofia cerebral no lobo temporal
medial, comprometendo ainda mais a memoria. Por outro lado, pacientes ApoE c4-
acumulam ENFs no lobo fronto-parietal e apresentam maior atrofia cerebral, o que causa
um aumento no comprometimento da funcdo executiva, habilidades visuoespaciais e

linguagem.

De fato, pacientes ApoE ¢4+ apresentaram pior desempenho em relagdo a testes de
retengdo de memorias, enquanto a pacientes ApoE e4- tiveram prejuizo acentuado em
testes de memorias de trabalho, acesso lexial e fungdo executiva, sugerindo uma
divergéncia no tipo de déficit cognitivo com base no tipo de genotipo da ApoE, sendo
que a presenca do alelo ApoE &4 associada a prejuizos de memoria mais pronunciados,
enquanto a auséncia do alelo se relaciona aos prejuizos nao relacionados a memoria (VAN

DER FLIER et al., 2011; MURRAY et al., 2011).

Com relagdo as taxas de declinio cognitivo, ainda ndo € claro se pacientes
portadores do alelo ApoE ¢4 se diferenciam daqueles nao-portadores. Neste contexto, os
estudos se contradizem, havendo autores que demonstram que os pacientes ApoE e4+
experimentam de fato declinio cognitivo mais acelerado (COSENTINO et al., 2008;
CHANG et al., 2014), enquanto outros ndo mostram tais diferencas entre as taxas de
declinio (AERSSENS et al., 2001; KLEIMAN et al., 2006). Ainda, h4 estudos que
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indicam declinio cognitivo mais lento em pacientes ApoE ¢4+ quando comparados aos
APOE &4- (STERN et al., 1997; HOYT et al., 2005). Em um olhar mais direcionado,
Cosentino et al. (2008) e Craft et al. (1998) notaram aumento associado a ApoE ¢4 em
relagdo as taxas de declinio cognitivo em relagdo ao paciente recém-diagnosticado.
Porém, este efeito se dissipa com o aumento da gravidade da doenca. Estes resultados
reforcam o que ¢ observado antes do diagnostico da DA, no qual os portadores do alelo
ApoE €4 tem comprometimento cognitivo leve quando comparado a ndo-portadores

(PETERSEN et al., 1995; ELIAS-SONNENSCHEIN et al., 2011).

Um outro questionamento importante que surge em relagdo a fisiopatologia da
doenca e as isoformas da ApoE ¢ se possuir a isoforma ApoE4 seria tdxico para o
individuo ou simplesmente menos protetivo que outras isoformas da proteina. De fato,
estudos demonstram que o acimulo do peptideo AP ¢ maior em camundongos portadores
da isoforma ApoE4 quando comparados com ratos nocaute para o gene ApoE ou
portadores da isoforma ApoE3, sugerindo que os efeitos podem ser mediados via ganho

de toxicidade da isoforma ApoE4 (ZEPA et al., 2011).

Considerando as evidéncias nas relagdes entre a fisiopatologia da DA e a ApoE,
varias abordagens terapéuticas estdo sendo testadas, envolvendo tanto o gene da ApoE, a
proteina e as moléculas que interagem com ela em modelos animais e celulares, como a
edigdo génica por meio de CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats), reversao da hipolipidag¢ao da ApoE, peptideos que mimetizam a ag¢do da ApoE,
entre outros (SAFIEH; KORCZYN; MICHAELSON, 2019), sendo esta abordagem uma

esperanca no tratamento de pacientes para as proximas décadas.
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CONCLUSAO

O aparecimento da DA de inicio tardio ¢ esporddico na populagdo, entretanto,
fatores genéticos como a presencga de alelos ApoE ¢4 aumentam a predisposi¢ao para o
desenvolvimento da patologia. A isoforma da ApoE E4 estd associada a uma maior
expressdao da APP e consequente formagdo de peptideos AP, bem como a deficiéncia em
sua elimina¢do, promovendo maior acumulo de placas senis. Além disso, o aparecimento
de ENFs parece ser mais pronunciado em portadores do alelo ApoE ¢4. Desta forma, a
ApoE pode ser considerado um possivel alvo terapéutico no futuro para o tratamento e

reducdo da progressao da DA.
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