Polineuropatia Amiloidotica Familiar

Bases moleculares de uma doenca portuguesa

“...adormecimento, formigueiro, falta de sensibilidade...”

Assim é a Paramiloidose...
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As doencas amiloidoticas

As Amiloidoses sao um grupo de doencas definido pela
presenca de depositos de proteina insoltavel (fibrilas) nos
tecidos.

As Polineuropatias Amiloidoticas Familiares (PAF) estao
englobadas nas Amiloidoses Hereditarias.

Existem 4 tipos de PAF:

» PAF tipo |, de Andrade ou tipo Portugués
» PAF tipo Il, de Rukovina ou tipo Indiana
» PAF tipo lll, de Van Alien ou tipo lowa

< PAF tipo IV, de Meretoja ou tipo Finlandés
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A descoberta...

Paramiloidoses:

< surgida na regiao da Povoa de
Varzim/Vila do Conde, sendo agora
predominante nas regioes piscatorias do
norte e centro

< descrita pela primeira vez por Corino de
Andrade, em 1952

< doenca neuroldgica, progressiva e cronic

< doenca hereditaria de trasmissao Prof. Dr. Corino de Andrade
autossomica dominante

Em Portugal, o maior-foco da doenca, existem mais de
600 familias sob acompanhamento com mais de 2000
casos sintomaticos.
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“Doenca dos pezinhos”: no Mundo e em Portugal
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Sintomatologia

As manifestacoes da doenca comecam entre os 20 e os 40 anos

Conduz a.morte em 10-12 anos

Caracteriza-se por:

< polineuropatia periférica (perda de destreza motora, de sensibilidade jt¢
dor) _

< problemas cardiacos (hipotensdo ortostatica, diferentes arritmias, = * %
obstrucdes-auriculoventriculares) T e

PREDOMINIO DISTAL
< disfuncoes eréctil e urinaria
< disfuncdes gastro-intestinais
< disfuncoes renais (diminuicio da filtracdo glomerular)

< perturbacdes oculares
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ESPESSAMENTO
- DO NERVO CUTANEO
DO PESCOCO POR
“ AMILOIDE

J |
MACROGLOSSIA
POR DEPOSIGAO DE AMILOIDE
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Hereditariedade

< Faz parte da familia das
doencas hereditarias
dominantes

L < Homozigoticos (2 alelos

I &= — mutados): descendentes com
100% de probabilidade de

i L contrair a doenca
.i_

il Sl —0) CL ** Heterozigoticos (apenas 1
alelo mutado): descendentes
com 50% de probabilidade de

l + l L contrair a doenca

M %

Z3 < Individuos homozigéticos ou

(¥ [ heterozigoticos ndo

i apresentam diferencas
FamMiLin S . significativas nos sintomas,
o existindo homozigotas
assintomaticos

A maior parte dos doentes com PAF sao heterozigoticos.
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Bases Genéticas

» O gene responsavel pela transtirretina (TTR)

localiza-se no braco longo do cromossoma 18
(18 gll.2-

ql2.l)

Cromossoma 18 Geneda TTR Proteina
TTR
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Mutag o pontual
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Exdo 1 Exio 2 Exfio 3 Exiin 4

W al30
SLGGC AGT COT GOC ATC AAT GTGGCC ATGCAT GTGTTC.. 3

GTG
Ml et30

Gene que codifica a TTR (composto por 4 exoes de aprox.
200 pb cada)

Substituicao duma Adenina por uma Guanina, no exao 2,
levando a substituicao de uma Valina original por uma
Metionina na posicao 30 da proteina (TTR Val30Met)
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Outras mutacoes do gene

Existem cerca de 80
diferentes substituicoes de
aminoacidos devidas a
mutacoes no gene da TTR
estando a maioria
associadas com a PAF.

Dianna Quan et al. 2002
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A Transtirretina (TTH

pul
N

The human TTR tetramer

Produzida no figado,
plexos coroideus do
cérebro e na retina

Soluvel no plasma

Estavel nos tecidos

Hamilton et al. 1993
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pu

O mondmeroda TTH

O monomero da TTR humana

Os mondmeros sao constituidos por 127 aminoacidos

Cada um tem 14kDa

Cada mondmero de TTR € composto por 2 folhas
pregueadas B, que por sua vez, sao compostos por cadeias
DAGH e CBEF, e uma pequena hélice a

Hamilton et al. 1993
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Odimeroda TTH

Interacdes antiparalelas de cadeia B unem 0s monémeros
em dimeros

i ¥

The transthyretin dimer

The human TTR dimer Expert Reviews in Molecular Medicine
(Hamilton et a/,, 1993). 2002 Cambridge University Press

Uma pequena ansa de.cada monomero forma as interacoes
principais dimero-dimero (pontes de hidrogénio, configuradas
em B)
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ol o

O tetramero de TTR

Da interaccao
dimero-dimero, resulta

uma T TR
(homotetrameérica)

Cada tetramero, a
unidade funcional da
TTR, possui cerca de

56kDa
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Funcoesda TTH

pv v

Transthyretin (1ttr) dimer

Envolvida no transporte de:

Tiroxina (hormona da tirdide)
(T4)

Lipidos

Uma proteina de ligacao da

vitamina A - “Retinol binding
site of|ntt:ract| on to form tuTramul d !;-""""'-si‘re of interaction to form tetramer p ro t €in ( R B P)

" thyroxinc binding channcl
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Associacao com a RBP

Transthyretin Tetmumer

+ Duas RBP ligam-se a um tetramero de TTR

= A'TTR permite a manutencao do “retinol binding protein”
no plasma devido a diminuicao da sua excrecao pelo rim
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MET 30 e —

MET 18 | e

o~ - &
. v e B

I. L. Alves. 1997

A proteina mutada

Mutacoes da TTR

Val30Met (+comum em Portugal)
Leu55Pro

Tyr78Phe

Thr119Met (> estabilidade)

Alteracoes estruturais:

Um aminoacido de valina é substituido por um
aminoacido de metionina na posicao 30

Correspondéncia com a mutacao genéetica em que
ocorre a substituicao do nucleotideo

Proteina soluvel no plasma, mas instavel nos tecidos

Polimerizacao da proteina e consequente deposicao de

fibras de amildide
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A TTR Met30

% Tetramero de Transtirretina
composto exclusivamente por
mutantes V30M associados a-doenca

+» Dissocia-se nos seus monomeros

» Mondmeros desdobram-se
causando a formacao de fibrilas
amildides.
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Processo hipotético de agregacao

%g “— < —» ¥ a Formacao de fibrilas de TTR:
unfolded ™ -t T | 8
ative TTR aon=tibriller r
ELE LOFKOmCL i TTR aggregates “»tetrameros de TTR
tetramaer TTH i . .
nativos chssouam-se
e e em monomeros de TTR
>< desdobrados
priming ~
f | —
s *estes auto-agregam-se

protofibrils

Fase d “*originam-se agregados
l St nao-fibrilares de TTR,
protofibrilas e fibrilas

: - : amilodides

TTR fibrils
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Substancia Amildide

Sao fibrilas com cerca de 7-10
nm de diametro, nao-
ramificadas

Folhas pregueadas 3
perpendiculares ao eixo
principal de crescimento da
fibra.

Birrefringéncia verde quando
analisados com luz polarizada
depois de corados com
Vermelho de Congo.
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Atenuacao da Doenca

S. Borman. 2001

As TTRs Met30 e Met119

maior estabilidade da proteina:

Met119 oferece maior resisténcia
a dissociacao das 4 subunidades da
proteina

TTR nao se deposita com
facilidade

PAF surge mais tardiamente
evolucao menos acentuada
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Alteracoes patologicas

+As fibras nervosas nao mielinizadas e as
mielinizadas.de menor diametro sao as
primeiras a ser afectadas

[T

<»Fibras mielinizadas de maior diametro so #e=~%
sao afectadas em estados avancados da
doenca

-
L

-

“*As células de Schwan apresentam alterac;c")es;
degenerativas quando em contacto com os |
depositos de substancia amiloide

M.M. Sousa et al. 2003
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- BOLAS DE AMILOIDE EM NERVO PERIFERICO

Suspeita-se que a degeneracao dos
nervos periféricos resulte de lesdes nos
ganglios posteriores dos nervos

raquidianos
PN o Sy AU
. 3_:{_. y ‘ 3\"‘ n; AMILaDE R
AR e
N B
w0 Aem (08 Ha uma reducdo da densidade das
N R s 7 et i
Gy e enowM  fibras nervosas do sistema nervoso
SR G s, ,
2% LN 02, autonomo

NEURONIOS wiE S i\ 46 e
\SIMPATICOS }:- AL ‘__,-\-‘&: e e

- .
ol -1.'-'5'1".-_,}"- & :«. H7,
\f (&‘n ts‘\.o ‘Q',;{z""

M.M. Sousa et al. 2003
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<A hipomobilidade do-tracto gastrointestinal
superior resulta da deposicao de substancia
amiloide no estomago e da degeneracao dos
nervos autonomos intrinsecos

Depdsitos de substancia
amildide em tecido muscular

o TR <A infiltracdo de substancia amildide é o
U T e principal mecanismo patofisiologico
responsavel pelos disturbios cardiacos

L?:»,‘WE Poed SN
Depdsitos de substancia
amiléide no coracao

“*Em alguns casos assintomaticos, a degeneracao nervosa
ocorre sem depdsitos amiloidoticos

M.M. Sousa et al. 2003



Polineuropatia Amiloidotica Familiar

TranSp|ante Hepétlco uma hipotese terapéutica

< A substituicao de um figado anormal produtor de TTR
Met30 por um figado normal-diminui os altos niveis de
proteina anormal no sangue

< O periodo de manifestacdo da doenca antes do
transplante parece ser um importante condicionante para o

tratamento

< Ha quem aconselhe a realizacao de transplantes duplos
ou até triplos

E. Monteiro et al. 2004
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Reducao da evolucao da sintomatologia

Rapida normalizacao da temperatura nos pés e nas maos

No primeiro ano apo6s o transplante, ha melhorias nos
disturbios sensitivos e autobnomos

Nao ha melhoras na funcao motora ou nos danos nos 6rgaos

Em casos graves ndao ha beneficios com o transplante hepatico
devido as graves lesdes ja existentes nos orgaos

A producao de TTR pelos plexos coroideos e retina nao cessam
com o transplante

E. Monteiro et al. 2004
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Possibilidades para o futuro

Fase de Priming- impedir a dissociacdo do tetramero em
monomeros, e consequente formacao de espécies
intermediarias (potencialmente amiloidogénicas)

Fase de Extensao- inibicao da associacao das espécies
intermediarias e crescimento das fibras

Fase de Disrupcao- desagregacao de fibras ja formadas
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Atenuacao com a DES

A Diethylstilbestrol (DES):

7

<+ @& um estrogenio sintetico

R/

< & um potente inibidor competitivo da hormona da tirdide para
aTTR

< contém dois grupos fenil hidrofébico~ ~gg ~-h-*i it

hidroxil ligados por um grupo etilenc I HO OH

< apresenta uma estrutura molecular

semelhante ao resveratrol, composto . =
descrito como-inibidor da
fibrilogénese O O
OH OH
DES Resveratrol

E. Morais-de-Sa et al. 2004
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Interaccao TTR - DES

“» Nos estudos realizados,
obtiveram-se duas
formas cristalinas
diferentes do complexo

T TD NCC
o 100

80

60

Relative amount of fibril formation (%

Resveratrol DES
| | | -~ A fibrilogénese diminui com
143% L 12,5% 0 aumento da concentracao
At 5,4% F [
. = do inibidor (DES)
0 3.6 7.2 3.6 7.2

Inhibitor concentration (uM)

E. Morais-de-Sa et al. 2004
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O evitar da transmissao da doenca...

Pais com antecedentes familiares com PAF:

“*Verificacao se possui ou nao o gene mutado

“*Actualmente, existe ja um método laboratorial directo de
analise clinica

“*Apoio psicossocial segundo um programa de aconselhamento
genético

0 Diagnestico Pré-natal:
<E realizada uma amniocentese as 14/16 semanas de gravidez

<*Se exame positivo, interrupcao da gravidez por volta das 17
semanas

“*Agressivo para os casais do ponto de vista ético, religioso e
moral
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Diagnostico Genetico Pre-Implantorio

“*Técnica desenvolvida no Porto por investigadores
portugueses

“*Associacao entre

> 0 Centro de Estudos de Infertilidade € Esterilidade
(CEIE),

» 0 Centro.desEstudos de Paramiloidose, (CEP)
» umanclinicaprivada
<*Combinacao de diversas‘areas de biotecnologia
> fertilizacaoinvitro;
» cultura de embrioes e sua biopsia,
» diagnostico genéticoaonivel de uma unica célula,
» amplificacdao da‘regidao do gene*com interesse por PCR,

» deteccao da mutacao por analise de restricao
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1. Os embrides sao criados em laboratorio
2. Ao terceiro dia ja devem ter entre 8 ou 12 células

3. Nessa altura faz-se uma biopsia, retirando-se duas células do
embriao

4. Estas sao analisadas geneticamente de forma independente
5. Passadas 42 horas tem-se o resultado
6. Se o diagnostico for negativo, o-embriao é implantado no utero

da mae Taxa de sucesso de 22%.

Em Maio de 2003 nasceram dois gémeos, filhos de mae portadora
da doenca. Foram a primeira prova do éxito deste procedimento.

Nao tem qualquer-apoie do Estado
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Caso Clinico

Dados:
> 53 anos

> sexo masculino

> Polineuropatia Amiloidotica
Familiar, tipo Portugués, com 14
anos de evolucao

»-diminuicao de agudez visual
progressiva bilateral ( 3 anos)

> movimento ocular normal nos 2
olhos
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Detalhe da camara anterior com
‘pseudopodia lentis’ (seta).

<+ Cornea projectada para a
frente ocupada por uma

§ massa irregular branco-

amarelada, que se projectava
até ao cristalino, tocando a
capsula

<+ Aspecto de pequenas
acumulacoeszarredondadas

Amiloidose Vitro-Retiniana
(AVR)
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Intervencao Cirdrgica

% Retira-se uma amostra
< Infusao por ar a pressao controlada

< Infusao por fluido (BSS), com eliminacao de ar da
cavidade vitrea

<+ Abundancia de acumulacoes de amiloide sobre a
capsula posterior do cristalino que dificultam a
visualizacao do fundo



Polineuropatia Amiloidotica Familiar

Tratamento da amostra

1. Filtracao

2. Ultracentrifugacao

3. Analise
anatomopatologica

Citologia do vitreo.

« Técnica Papanicolau (esquerda)
Substancia com caracteristicas «Birrefringéncia com coloracdo Vermelho do

coincidentes com os depositos ~ Congo (direita)
de amiloidose Caracteristica da Servicio Anatomia Patologica. C.S. Valle Hebron

PAF
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P&s-Operatorio

Aspecto fundoscopico pos-operatorio.

Acumulacoes de amiloide
+ pré-retinianos (seta branca)

+ para-vasculares (seta negra)

< Sem complicacdes
significativas

“ No fundeegar9lge,
observa-seiumulacoes pré-
retinianas de
amiloide
> pequenas areas
brancas pontuadas na
superficies das arteriolas
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Conclusoes

1.A AVR € uma causa pouco comum e, muitas vezes mal
diagnosticada, de deterioracao visual grave bilateral e
progressiva.

2.Apresenta-se normalmente em forma de opacidades
vitreas fibrilares branco-ama}reladag, que se aderem ao
cristalino através de “pseudopodes”.

3.0 diagnaostico correcto e importante ja que a AVR pode
ser uma forma precoce de detectar uma amiloidose
sistémica primaria, familiar ou nao.

4.0 tratamento de eleicao € a VPP, com resultados
visuais satisfatorios

10% dos doentes ¢com Amiloidose'manifestam AUR!



