Amiloidose

Polineuropatia amiloidotica familiar




As doencgas amiloidoticas

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

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

Existem 4 tipos de PAF:
PAF tipo I, de Andrade ou tipo Portugués
PAF tipo II, de Rukovina ou tipo Indiana
PAF tipo III, de Van Alien ou tipo Iowa

PAF tipo IV, de Meretoja ou tipo Finlandés




A descoberta...

Paramiloidose:

surgida na regiao da Pévoa 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 neurolégica, progressiva e cronica

doenca hereditaria de transmissao autossomica [ RN EOIr Ry e ltr

dominante

Em Portugal, o maior foco da doenca, existem mais de
600 familias sob acompanhamento com mais de 2000

casos sintomaticos.




Sintomatologia

As manifestacoes da doenca comecam entre os 25 e os 35 anos

Conduz a morte em 10-12 anos

Caracteriza-se por:

polineuropatia periférica (perda de destreza motora, de sensibilidade tactil e

de dor)

problemas cardiacos (hipotensao ortostatica, diferentes arritmias,
obstrucoes auriculoventriculares)

disfuncoes eréctil e urinaria
disfungoes gastro-intestinais
disfunc¢oes renais (diminuicao da filtracao glomerular)

perturbacdes oculares




Hereditariedade

Doenca hereditaria dominante

Homozigoticos (2 alelos
mutados): descendentes com

100% de probabilidade de

contrair a doenca

Heterozigoticos (apenas 1
alelo mutado): descendentes

com 50% de probabilidade de

contrair a doenca

Individuos homozigéticos ou
heterozigoticos nao

= : apresentam diferencas
HERANCA AUTOSSOMICA DOMINANTE signiﬁcativas Nnos sintomas,
existindo homozigotas
assintomaticos

FRMILIA

A maior parte dos doentes com PAF sao heterozigoticos.




Bases Genéticas

A mutacao ocorre no braco longo do cromossoma 18 do

gene que codifica a transtirretina (I'TR)

Cromossoma 18 Geneda TTR Proteina
TTR

- . — .

Mutagfio pontual




Va3

SGEC AGT COT GOC ATC AAT GTGGCC ATGCAT GTGTTC. . 3

Substituicao duma Guanina por uma Adenina, levando a

substitui¢ao de uma Valina original por uma Metionina na posi¢ao 30 da
proteina (T'TR Val30Met)




A Transtirretina (I'TR)

Produzida no figado, plexos
coroideus do cérebro e na retina

Soluvel no plasma

Estavel nos tecidos

Tetramero de TTR humano




O monomero da TTR

O monomero da TTR
humana

Os monémeros sao constituidos por 127 aminoacidos

Cada um tem 14kDa

Cada monémero de TTR é composto por 2 folhas pregueadas 3, que
por sua vez, sao compostos por cadeias DAGH e CBEF, e uma
pequena hélice o




O dimero da TTR

Interacoes antiparalelas de cadeia § unem os monoémeros em
dimeros

The transthyretin dimer

Expeart Reviews in Malecular Medicine
@2002 Cambridge University Press

Uma pequena ansa de cada mondémero forma as interagoes

principais dimero-dimero (pontes de hidrogénio, configuradas em )




O tetramero de TTR

Da interaccao
dimero-dimero, resulta
uma TTR

(homotetrameérica)

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

56kDa




Funcgoes da TTR

Transthyretin (1ftr) dimer

Envolvida no transporte de:

Tiroxina (hormona da tiréide)
Lipidos
Uma proteina de ligacao da

vitamina A — “Retinol binding
protein” (RBP)

L . . site of imeraction to form tetramer
site of interaction to form tetramer \\\

\\1h3'roxinc binding channcl




Associacao com a RBP

Retinol Binding Protein complexed with Transthyretin

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

l Retinoic acid

M\, | Disulfide bonds




A proteina mutada

Mutagdes da TTR

Val30Met (+comum em Portugal)
Leu55Pro

Tyr78Phe

Thr119Met (> estabilidade)

Alteracdes estruturais:

T'TR mormual senn moimgfiao ) Estfivel
(el vl nd gelasaaa b ftecikdns) . y . . P . z
F : Um aminoacido de valina é substituido por
um aminoacido de metionina na posi¢ao 30
'|'I'E:: SO mEtRcRn . I_"!-ilii.l'f'l'.l Correspondén(:ia Com a muta(;ao geﬁética
{=olivel no plasma) {ecidos) . . 5
em que ocorre a substituicao do nucleotideo
Proteina soluvel no plasma, mas instavel nos

Fibraz de amiloide Wy ’ teCIdOS
{iceids =

e Polimerizacao da proteina e consequente
™ : _ .
deposicao de fibras de amildide




A TTR Met30

Tetramero de Transtirretina composto
exclusivamente por mutantes Val30Met
assoclados a doenca

Dissocia-se nos seus monomeros

Monoémeros desdobram-se causando a
formacao de fibrilas amiloides.




Transplante Hepatico

A substituicao de um figado anormal produtor de TTR Met30
por um figado normal diminui os altos niveis de proteina anormal

no sanguc

O periodo de manifestacao da doenca antes do transplante
parece ser um importante condicionante para o tratamento

Ha quem aconselhe a realizacao de transplantes duplos ou até
triplos




Apos o transplante...

Rapida normalizacao da temperatura nos pés e nas maos

No primeiro ano apos o transplante, ha melhorias nos distarbios
sensitivos € autdonomos

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

Em casos graves nao ha beneficios com o transplante hepatico devido
as graves lesoes ja existentes nos 6rgaos

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




Possibilidades para o futuro
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TTR aggregates
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unfolded
MONOIMEeric
tetramer TTR

native TTR

Fase de
Priming
f —
TTR
protolibrls

Fase de
l Extensao
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TTK fibrils

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

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

das fibras

Fase de Disrupgao -

L4

desagregacao de fibras |
formadas




O evitar da transmissao da doenga...

Pais com antecedentes familiares com PAF:
Verificagao se possul ou nao o gene mutado

Actualmente, existe ja um método laboratorial directo de analise
clinica

O Diagnéstico Pré-natal:
E realizada uma amniocentese as 14/16 semanas de gravidez
Se exame positivo, interrup¢ao da gravidez por volta das 17 semanas

Agressivo para os casais do ponto de vista ético, religioso e moral




Diagnostico Genético
Pré-Implantatorio

Combinagao de diversas areas de biotecnologia
> fertilizacio i vitro
» cultura de embrides e sua biopsia
» diagnostico genético ao nivel de uma unica célula
» amplificacdo da regiao do gene com interesse por PCR

» deteccao da mutacio por anilise de restricio enzimatica




Os embrioes sao criados em laboratério

Ao terceiro dia ja devem ter entre 8 ou 12 células

Nessa altura faz-se uma biopsia, retirando-se duas células do embriao
Estas sao analisadas geneticamente de forma independente

Passadas 42 horas tem-se o resultado

Se o diagnostico for negativo, o embriao é implantado no utero da mae

Taxa de sucesso de 20%.

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




