


ESCOLA SUPERIOR DE TECNOLOGIA DA SAUDE DO PORTO

INSTITUTO POLITECNICO DO PORTO

Helena Sofia Teixeira Rodrigues Martins

Polineuropatia Amiloidotica Familiar

Estudo da eficacia de um tratamento combinado
em animais transgenicos V30M/Hsfl

Dissertacdo submetida a Escola Superior de Tecnologia da Saude do Porto para
cumprimento dos requisitos necessarios a obtencdo do grau de Mestre em Bioguimica
em Salde, realizada sob orientacdo cientifica da Professora Doutora Maria Jodo Saraiva
(Professora Catedratica; Area das Neurociéncias; Instituto de Investigacdo e Inovacio
em Salde; Instituto de Biologia Molecular e Celular) e co-orientada pelo Professor
Doutor Ruben Fernandes (Professor Adjunto; Area de Bioquimica; Unidade de
Mecanismos Moleculares da Doenca do Centro de Investigagdo em Saude e Ambiente e
Centro de Farmacologia e Biopatologia Quimica; Instituto de Investigacdo e Inovacgéo
em Saude e Centro de Investigacdo Biomédica (CINBIO)).



Agradecimentos

Quero agradecer a todos os envolvidos direta e indiretamente na elaboracdo da minha

tese de mestrado.

Comeco por agradecer a Professora Maria Jodo Saraiva, por me ter dado a oportunidade

de realizar a tese de mestrado, pelo seu apoio e a sua disponibilidade.

Ao Professor Raben Fernandes e a Professora Cristina Prudéncio pela disponibilidade

que sempre demonstraram durante o mestrado.

A todos os meus colegas de laboratério, pelo apoio, motivacio e boa energia. A Paula e
a Susete pelos almocos cheios de boa disposicédo, pelo apoio que deram e sobretudo pela
amizade. A Cristina (a minha s6sia) e ao Jodo pela boa “onda”, disponibilidade e
amizade. A Anabela, pelas palavras sabias, conversas “psico-cientificas” e
essencialmente pela energia positiva que me transmite. Ao Paul, a Diana, a Professora

Rosério, a Doutora Isabel, pela simpatia e disponibilidade.
Por fim, gostaria de fazer uns agradecimentos especiais:

Aos meus amigos do coragdo, eles sabem quem sdo... por me ouvirem, pelos conselhos

e essencialmente pela amizade.
Ao0s meus pais, pelo apoio e amor incondicional, pela motivacéo e exemplo de vida.

Ao meu marido pela motivacdo, pela amizade, pelo apoio constante e essencialmente

por me fazer sentir amada todos os dias.

Aos meus filhos por me fazerem sentir a mae mais orgulhosa e feliz do mundo, e por

serem a minha fonte de vida.



Resumo

A Polineuropatia amiloidética familiar (PAF) € uma doenca neurodegenerativa
fatal com transmissdo hereditaria autossomica dominante. A substituicdo de uma valina
por uma metionina na posic¢ao 30 (V30M) € a mutacdo da proteina transtirretina (TTR) é
uma das principais variantes que conduz a deposi¢do extracelular, multi-sistémica, de
agregados fibrilares e nao fibrilares de TTR. O transplante hepatico é o tratamento
comumente utilizado no tratamento da PAF, no entanto, na ultima década varios
farmacos tém sido estudados como possiveis alternativas terapéuticas.

Neste estudo propusemo-nos a avaliar a deposicdo de transtirretina no sistema
vascular cerebral, leptomeninges e sistema gastrointestinal, assim como, a concentracao
de TTR no plasma em animais transgénicos para mutacdo humana da TTR (V30M),
sem TTR enddgena, deficientes para o Heat shock transcription factor 1 V30M/Hsf1,
apo6s a administracdo de um tratamento combinado. Para determinar a eficacia deste
tratamento neste modelo animal foram utilizadas técnicas imunohistoquimicas, de
imunofluorescéncia, western blot e imunodifusao radial.

Os resultados obtidos no sistema gastrointestinal revelam que o tratamento
combinado foi eficaz na disrupcdo e remocdo de depdsitos fibrilares. No cérebro
(sistema vascular cerebral), os animais tratados apresentaram uma tendéncia para a
diminuicdo de deposicdo de agregados de TTR. Foi igualmente observado que a
transtirretina plasmatica encontrava-se aumentada em animais tratados.

Em suma, o tratamento combinado revelou ser eficaz na disrupcdo de fibrilas
amiloides e remocdo de agregados ndo fibrilares no sistema gastrointestinal. No sistema
vascular cerebral, os animais tratados apresentaram uma tendéncia para a diminuicéo de
deposicdo de agregados de TTR, sugerindo que tratamento combinado pode ter atuado
nestes animais. O status nutricional dos animais tratados melhorou, sugerido pela

elevacdo de TTR plasmatica, comparativamente aos animais controlo.

Palavras-chave: Polineuropatia amiloidotica familiar, neurodegenerativa, transtirretina,

plasma, VV30M, tratamento combinado



Abstract

The familial amyloid polyneuropathy (FAP) is a neurodegenerative disease with
autosomal-dominant inheritance. The substitution of a valine for a methionine at
position 30 (V30M) is the most frequently known mutation that causes a systemic
extracellular deposition of transthyretin amyloid fibrils and non-fibrillar aggregates. The
current treatment for FAP is liver transplantation, however in the last decade several

drugs have been studied as possible therapeutic alternatives.

In this study we proposed to evaluate the deposition of transthyretin in the
cerebral vascular system, the meninges and gastrointestinal system as well as the
concentration of transthyretin in transgenic mice for human TTR V30M,
endogenous TTR null background, deficient for the heat shock factor-1 (Hsf-1),
(V30M/Hsf1), after administration of a combined treatment. To determine the efficacy
of the treatment in this animal model, we used different techniques:

immunohistochemistry, immunofluorescence, western blot and radial immunodiffusion.

The results show that combined treatment was effective in disrupting and
removing fibrillar deposits. In the brain (cerebral vascular system), treated animals
revealed a tendency to decrease non-fibrillar aggregates. It was also observed that

plasma transthyretin was increased in treated animals.

In conclusion, the combination therapy in gastrointestinal system proved to be
effective in disrupting amyloid fibrils and removing non-fibrillar aggregates. In the
cerebral vascular system the combined therapy show that maybe treatment have some
influence in reducing TTR deposition in treated animals. The nutritional status of the
treated animals improved as suggested by elevated plasma TTR compared to control

animals.

Key words: Familial amyloidotic polyneuropathy, neurodegenerative, transthyretin,
plasma, Heat shock transcription 1, V30M, combined treatment.



INDICE
indice de figuras
Lista de acrénimos
Introducéo
Capitulo 1
Revisdo bibliografica
Transtirretina
Funcdo bioldgicada TTR
Variantes da TTR
Fisiopatologia da PAF
Diagndstico da PAF
Terapéutica da PAF
Modelos animais
Anatomia do murganho
Capitulo 2
Materiais e métodos
Animais
Colheita e preparacdo das amostras
Descalcificagdo
Imunohistoquimica
Imunofluorescéncia
Vermelho do Congo
Western Blot
Imunodifuséo Radial
Estatistica
Capitulo 3
Resultados
Imunohistoquimica
Imunofluorescéncia
Vermelho do Congo
Western blot
Imunodifusdo Radial
Capitulo 4
Discusséo de resultados
Concluséo
Referéncias Bibliogréaficas

Anexos

Vi

vii

O© ~N O N NP

10
11
11
16
17
21
21
22
22
23
23
24
25
25
26
26
27
27
28
29
33
33
34
37
37
43
47
55



Indice de figuras

Figura 1. Imagem representativa da transmissédo autossémica dominante da PAF. .........cccccoeveveieiciennnns 3

Figura 2. Esquema representativo da localizacdo do gene transtirretina no braco longo do cromossoma

I TP PR PR RTOPPPTRN 5
Figura 3. Representacéo da estrutura quaternaria da proteina transtirreting. ...........ccooeerreieneisienncienennns 7
Figura 4. Representacdo do complexo transtirreting - tirOXiNa. ........cccovereireneineneiseee e 7
Figura 5. Imagem representativa da estrutura da ligagdo da TTR com o complexo RBP- retinol. ............. 9
Figura 6. Modelo de formacédo de fibras amiloides da proteina TTR. ......ccccvevveiiererevesie s 10

Figura 7. Representacdo esquematica da atuacdo dos diferentes farmacos nas diversas conformacdes da

EFANSTITTETINGA. ¢ vttt bbb b bbbt b e e et e b sbeeb e e bt eneeseenebenre s 15
Figura 8. Imagem representativa das diferentes areas que constituem o tecido cerebral. ..........c..cc........ 17
Figura 9. Imagem representativa da distribui¢do das meninges cerebrais. ..........ccocovevvineniinencicnennn, 18

Figura 10. Imagens representativas da marcacdo de TTR através da técnica de imunohistoquimica em

diferentes 6rgdos do sistema gastrointeStiNal.............ccoviiiiiiiiiii 30

Figura 11. Imagens representativas da marcacdo de TTR através da técnica de imunohistoquimica em
TECTIAD CEIBITAL ...ttt 31

Figura 12. Imagens representativas de um vaso sanguineo localizado a periferia do cerebro visualizado

pela técnica de iIMUNOTIUOIESCENCIA. ........cviieiiiece e 32

Figura 13. Imagens representativas de um vaso sanguineo localizado a periferia do cerebro visualizado

pela técnica de iMUNOTIUOIESCANCIA. .....c.vcuviviiieiite e 32

Figura 14. Imagens representativas do pleX0 COMOITR .........couririeiieriiieiee e 33

Figura 15. Imagens representativas da coloragdo de hematoxilina eosina e vermelho do congo no tecido

gastrico de animais tratados e animais CONLIOIOS. ........coveieieriere e 34

Figura 16. Western blot dos plasmas de animais V30M/HSTL..........ccccooiiiiiiiniiiiie e 34

Figura 17. Imagens histolégicas de cranio e tecido neuronal representativas da imunohistoquimica

utilizando 0 anticorpo anti-TTR NUMANA. ......cc.coiiiiiiieee e e 56

Figura 18. Imagens histolégicas de tecido neuronal representativas da técnica de imunofluorescéncia. ..58

Vi



Lista de acréonimos

APES - 3-Aminopropil-trietoxisilano

BSA - albumina sérica bovina

DAB - 3.3- diaminobenzidina

DAPI - 4,6-diamino-2-fenilindol

DNA - &cido desoxirribonucleico

EDTA - &cido etilenodiaminotetracético
FBS - soro fetal bovino

H202 - peroxido de hidrogénio

HSF1- fator de choque térmico 1 - heat shock transcription factor 1
IDR — Imunodifusdo Radial

IHQ - Imunohistoquimica

LCR - liquido cefalorraquidiano

PAF - Polineuropatia Amiloidética Familiar
PBS - solucéo de tampao fosfato

PBS-T - solucéo de tampéo fosfato com tween 20
PC — Plexo corodide

RBP - Proteina de ligacao ao retinol

RNAmM — RNA mensageiro

RNA - &cido ribonucleico

SiRNA - RNA de interferéncia; Small interfering RNA
SNP - Sistema Nervoso Periférico

SNC - Sistema Nervoso Central

SNA - Sistema Nervoso Auténomo

T4 — tetraiodotironina ou tiroxina

TH — Tiroxina hidroxilase

TH — Transplante hepatico

THS - transplante hepético sequencial
TUDCA - acido tauroursodesoxicolico

TTR — Transtirretina

TTR KO - knok-out para TTR

WB - western blot

VC — Vermelho do Congo

Vil



Polineuropatia Amiloidética Familiar:
Estudo da eficacia de um tratamento combinado em animais V30M/Hsf1

Introducéo

A Polineuropatia Amiloidotica Familiar (PAF) é uma neuropatia progressiva
sistémica, caraterizada pela deposicéo extracelular de agregados amildides. A formagéo
destes agregados amiloides estdo, frequentemente, associados & mutagdo da proteina
transtirretina (TTR). A TTR é constituida por quatro subunidades, a sua forma bioldgica
ativa, sendo responsavel pelo transporte plasmatico de tiroxina (T4) e indiretamente da
vitamina A (ou retinol). A mutacdo da TTR promove a formacdo de agregados
fibrilares, constituidos por fibras amiloides maturas, que se depositam em varios 6rgaos
e tecidos, alterando a arquitetura tecidular, provocando a sua disfungcdo. A mutagéo
pontual mais frequente na TTR é a substituicdo da uma valina por uma metionina na
posicdo 30 (V30M).

O tratamento comumente utilizado na PAF é o transplante hepético. No entanto
nas Ultimas décadas foram desenvolvidas varias alternativas terapéuticas que podem ser
utilizadas como estratégias terapéuticas em doentes com PAF. Para tal, foi fulcral gerar
modelos animais transgénicos que permitissem mimetizar a doenca tal como em
humanos. Inicialmente foram gerados modelos animais com a mutacdo V30M, no
entanto estes ndo apresentavam deposicdo do sistema nervoso periférico (SNP)
condicionando os estudos neste sistema. No presente laboratdrio foi gerado um modelo
animal transgénico para TTR com a mutacdo humana V30M e heterozig6ticos para o
gene heat shock transcription factor 1 (Hsfl). Nestes modelos, além da deposicdo em
idades precoces de agregados ndo fibrilares de TTR, h& deposi¢cdo no sistema nervoso

periférico, resultando num excelente modelo de estudo deste sistema.

As alternativas terapéuticas conhecidas englobam a inibi¢do da sintese de TTR
plasméatico nos hepatdcitos; a estabilizacdo de tetrameros de TTR, impedindo a
dissociacdo dos tetrameros em monomeros; disrupcao de fibras amiloides, atuando nos

depdsitos extracelulares promovendo a sua disrupg¢éo e remocao.

Este trabalho visou em avaliar o efeito multi-sistémico de um tratamento

combinado (com acgdo disruptora) em modelos animais transgénicos V30M/Hsf1.
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A Polineuropatia Amiloidotica Familiar (PAF) foi caraterizada pelo Professor
Corino de Andrade em 1952. Este descreveu a doenga como uma forma de neuropatia
periférica peculiar até a data desconhecida (Andrade, 1952). A PAF é caraterizada pela
deposicdo extracelular de proteinas amiloiddticas e pela neuropatia progressiva que

resulta na disfuncéo do sistema nervoso periférico (SNP) e/ou auténomo.

A PAF é uma doenca hereditaria com transmissdo autossomica dominante
(Saraiva, Costa, & Goodman, 1985) (Figura 1). A penetrancia da doenca é incompleta, 0
que explica que um individuo pode expressar a doenca s6 em idade adulta avancada
(Benson & Kincaid, 2007). A penetrancia pode variar de acordo com o tipo de mutacao,
regido geografica ou grupo étnico (Hellman et al., 2008). A variabilidade na penetrancia

da doenca influencia as manifesta¢des clinicas dos individuos com PAF.

Autosomal dominant

Affected
father

Unaffected
mother

B Affected
Unaffected

Affected Unaffected  Unaffected Affected
child child child child

.S, National Library of Medicine

Figura 1. Imagem representativa da transmissdo autossémica dominante da PAF. Disponivel online em
[http://ghr.nIm.nih.gov/handbook/illustrations/autodominant]

Na Europa, estima-se que a prevaléncia da mutacdo da transtirretina (TTR)
associada a PAF é cerca de 100.00 individuos. Em Portugal estima-se que existam cerca
de 1600 individuos com PAF, encontrando-se distribuidos, maioritariamente, na zona
norte do pais. A mutacdo pontual mais frequente da PAF esta associada a proteina TTR.
Esta consiste na substituicdo de uma valina por uma metionina na posigéo 30 (V30M)
(Saraiva et al., 1985). Esta mutacdo esta presente igualmente na Suécia e Japao. A PAF
é uma doenca ¢é neurodegenerativa fatal que se carateriza pela deposicdo extracelular de

fibras amildides provocadas pela mutacdo de TTR. As manifestacfes clinicas surgem
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entre os 25 e 35 anos e envolvem o sistema nervoso autonomo e periférico (sensorial e

motor).

No sistema nervoso periférico (SNP), as fibras amiloides depositam-se nos
nervos periféricos, afetando as camadas constituintes do nervo sendo mais acentuada a
acumulacdo no endonervo (Andrade, 1952). Neste, os depdsitos estdo associados com
as células de Schwann (Coimbra e Andrade, 1971). A degeneracdo axonal associada a
PAF afeta inicialmente as fibras ndo mielinizadas e mielinizadas de pequeno diametro, e
com a progresséo da doenca, afeta as fibras mielinizadas de grande calibre (Coimbra e
Andrade 1971, Guimardes et al 1990). As alteracGes causadas pelos depositos de
amiloide nas fibras ndo mielinizadas e mielinizadas de pequeno didmetro traduzem-se
clinicamente, numa fase inicial da doenga, como uma diminuicdo de sensagédo de dor e
temperatura dos membros inferiores (Andrade, 1952). Na progressdo da doenca, e de
acordo com a deposicdo de amiloide nas fibras mielinizadas de grande calibre, as
manifestacdes clinicas aumentam afetando a capacidade de locomocao, a diminui¢do da

massa muscular e a caquexia.

Relativamente a sintomatologia relacionada com sistema nervoso auténomo
(SNA), as manifestacdes englobam: anidrose; disfuncdo da motilidade gastrointestinal,

cardiopatia amiloidotica.

Para melhor conhecer a progresséo e manifestacoes clinicas da PAF, Coutinho et
al classificaram o estadiamento dos doentes com PAF associada a mutacdo da
TTR/V30M (Coutinho et al.,1980).

O estadiamento da PAF engloba quatro estadios. O estadio 0 (PAF-0) €
considerado assintomatico; o estadio | (PAF-1) os sintomas envolvem o SNP e/ou SNA,
no entanto sem manifestagdes clinicas; o estadio Il (PAF-II), evolucdo progressiva do
envolvimento do SNP e SNA,; O estadio Il (PAF-II1) os pacientes estdo visivelmente

afetados, sem motricidade.

O estadio 0 é considerado assintomatico, o paciente apesar de ndo revelar
sintomatologia, apresenta a mutagcdo no gene TTR (associado a PAF) e depdsitos de
amiloide. No estadio I, os pacientes apresentam, para além da mutacdo no gene TTR e
deposicdo de amiloide, sintomatologia tipica da PAF (anteriormente descritos), afetando

0 SNP e SNA. Neste estadio, os pacientes sdo aprovados para tratamento farmacol6gico
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e incluidos na lista de transplante hepatico. O estadio Il é considerado moderado, 0s
pacientes apresentam alteragdes progressivas nos membros e séo, igualmente, incluidos
na lista de transplante hepatico. O estadio Ill, considerado o mais severo, os doentes
apresentam alteracdes neuropaticas severas afetando o sistema nervoso periférico e

autébnomao.

Transtirretina

A proteina TTR é codificada pelo gene localizado no braco longo do
cromossoma 18, na regido 18ql11.2-q12.1 (figura 1). O gene da TTR humana é
constituido por quatro exdes e trés intrdes (Wallace et al., 1985). Os  primeiros 3
aminoacidos sdo codificados pelo exdo 1; o exdo 2 codifica 0s residuos aminoéacido 4 a
47; 0 exdo 3 codifica os residuos 48 a 92 e 0 exdo 4 codifica os residuos aminoacidos 93
a 127 (Hiroyuki et al., 1985; Tsuzuki et al., 1985).

LIE L RIIIY

18021
150023

18p11.31
151122
18q121
18q12.3
1aqe12
1e001.%2

Figura 2. Esquema representativo da localizagdo do gene transtirretina no brago longo do cromossoma 18.
Disponivel online [http://ghr.nim.nih.gov/gene/TTR].

A TTR é uma proteina com 127 aminoécidos, em cada uma das suas quatro
subunidades (Kanda & Morgan, 1974). Através de estudos de cristalografia e difracdo
por raio X foi possivel observar a estrutura tridimensional da proteina TTR permitindo
adquirir informacdes sobre a sua conformacao, assim como, os locais de ligacdo aos
seus ligandos (Blake et al., 1978; Blake et al., 1971).

A TTR apresenta uma conformacdo tetramérica com 55kDa que constitui a
forma biologicamente ativa da proteina. Os quatro monomeros idénticos, pertencentes
as quatro subunidades, formam uma proteina oval que contem um canal hidrofébico
central, onde estdo localizados os dois locais de ligacéo a tiroxina (T4) (Blake et al.,

1978; Blake et al., 1974). A TTR, para além dos locais de ligacdo para a T4, detém
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igualmente dois locais de ligacdo para a proteina de ligacdo ao retinol (RBP) na

superficie externa (Blake et al., 1978).
a) Sintese e expressao

A TTR é sintetizada no figado (Stabilini et al., 1968), plexo coroide (PC) (P W
Dickson et al., 1985), saco vitelino (Soprano et al., 1986) e no epitélio pigmentado da
retina (Martone, Herbert, & Schon, 1988). A expressdo de TTR estd presente no
desenvolvimento embrionario e durante a vida adulta, apesar de estudos em murganhos
demonstrarem que esta proteina ndo é essencial para desenvolvimento (Episkopou &
Robertson, 1993). A TTR ¢€ sintetizada como uma pré-proteina monomérica que apos

modificacOes pds-translocacdo no reticulo endoplasmatico forma o tetramero (Bellovino

et al., 2003).

No plexo coroide (PC) a proteina TTR é sintetizada pelas células epiteliais
constituintes do plexo e secretada para o liquido cefalorraquidiano (LCR) (Weisner &
Roethig, 1983), onde € distribuida pelo cérebro (Schreiber & Richardson, 1997). ATTR
é a proteina mais abundante no LCR (Dickson & Schreiber, 1986). A sua concentracdo
de RNA mensageiro (RNAm) é superior, em termos relativos, quando comparada com a
observada no figado (Schreiber, Richardson, & Prapunpoj, 2001). A TTR representa
50% das proteinas secretadas pelo plexo coroide e aproximadamente 20% da sintese
total de proteinas (Dickson & Schreiber, 1986)

b) Transtirretina plasméticae LCR

No figado € sintetizado cerca de 90% da TTR que circula no sangue (Seibert et
al., 1942). No plasma a concentracdo de TTR em adultos 0,1 a 0,4 mg/m. Os niveis de
TTR plasméticos aumentam gradualmente apds o nascimento até a idade adulta, sendo
que a partir dos cinquenta anos tende a diminuir (Stabilini et al., 1968).

Em situacdo de inflamacgdo crénica ou subnutricdo verifica-se uma diminuicdo
da concentracdo de TTR plasméatica em resposta a estas agressdes (Schreiber et al,
1982). Pelo contrério, em situa¢bes de individuos com inflamagbes agudas a
concentracdo de mRNA da TTR no PC permanece constante. Assim pensa-se que a
regulacdo da expressdo e sintese de TTR produzida no figado e no plexo coroide é
independente (Dickson & Schreiber, 1986).



Polineuropatia Amiloidética Familiar:
Estudo da eficacia de um tratamento combinado em animais V30M/Hsf1

Figura 3. Representagdo da estrutura quaternaria da proteina transtirretina. Os quatro mondmeros estdo
representados com as cores azul, vermelho, verde e castanho. Adaptado de Humphrey et al 1996

Figura 4. Representacdo do complexo transtirretina - tiroxina. Adaptado de (Richardson, 2015)

Funcéo bioldgica da TTR

a) Transporte de tiroxina

A etiologia da palavra transtirretina determina a sua fungdo:” trans” - transporte;
tir — tiroxina e retina — retinol. A TTR é uma proteina plasmatica soluvel (Blake et al.,
1978), que apresenta duas funcgdes biologicas conhecidas, apesar do seu papel

permanecer controverso (Palha et al., 1997).
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As duas principais fungdes da TTR descritas na literatura englobam a ligacao e
transporte/distribuicdo da T4 (Woeber & Ingbar, 1968) e indiretamente de retinol
(vitamina A) (Soprano et al., 1988) através de um complexo macromolecular com a
proteina de ligacdo ao retinol (RBP). Em condicGes fisiologicas, apenas uma hormona
T4 pode ser transportada pelo tetramero da TTR, uma vez que a ligacdo possui elevada
afinidade impedindo que sejam ligadas duas moléculas em simultaneo (Wojtczak et al.,
2001).

A T4 é uma hormona, sintetizada pela glandula tiroide e secretada para a
corrente sanguinea, onde atua de forma sistémica. A T4 tem um papel fundamental na
homeostasia, metabolismo, crescimento e desenvolvimento do ser humano.
(Richardson, 2015). As hormonas da tiroide estdo armazenadas no coloide folicular e
encontram-se ligadas a tiroglobulina. A hidrolise da tiroglobulina, nas células epiteliais,
liberta principalmente a T4 que apresenta uma estrutura lipofilica. Para contrariar este
efeito e assegurar a distribuicdo sistémica, a T4 liga-se a proteinas plasmaticas. O
transporte desta hormona é realizado por trés proteinas plasmaticas: TTR, globulina de
ligagdo a tiroxina (GLT) e albumina (Kohrle, 1994) (Larsson, Pettersson, & Carlstrém,
1985). A TTR liga-se a T4 com elevada afinidade. Esta ligacdo é realizada num dois
canais de ligacdo localizados na cavidade central e hidrofobica da TTR (Wojtczak et al.,
2001). Esta ligacdo permite manter a estabilidade para o seu transporte nos fluidos
(sangue e LCR) (Blake et al., 1978).

A TTR ¢é considerada a principal transportadora de T4 no LCR (Herbert et al.,
1986) (Herbert et al., 1986) e € o principal transportador de T4 no plasma dos roedores
(Davis et al., 1970).

b) Transporte de retinol e complexo proteina de ligacéo ao retinol

Para além do transporte de T4 a TTR esta igualmente envolvida no fornecimento
sistémico de retinol (forma ativa da vitamina A). O retinol é uma vitamina essencial

para o desenvolvimento fetal em inimeras espécies animais (Goodman, 1984).

O retinol é sintetizado no figado e transportado na corrente sanguinea, sob
condicdes fisiologicas, forma-se um complexo macromolecular entre a TTR tetramérica

e a proteina transportadora do retinol (RBP) acoplada ao retinol (Bern et al., 1990).
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A TTR tem um papel fundamental no transporte de retinol na estabilizacdo do
complexo retinol - RBP (YYamamoto et al , 1997). A ligacdo do retinol & RBP facilita a
solubilidade e transporte da mesma (Peterson et al., 1971). O RBP é uma cadeia
polipeptidica com cento e oitenta e dois aminoacidos, com afinidade elevada para a

TTR. Cerca de 90% da RBP encontra-se saturada com retinol (Bellovino et al., 2003).

Figura 5. Imagem representativa da estrutura da ligagcdo da TTR com o complexo RBP- retinol. Adaptado
de (White & Kelly, 2001)

Os modelos animais, sem sintese de TTR, apesar de terem niveis de diminuicdo
de tiroxina e retinol, apresentam um fendtipo sem alteracdes. Estes dados sugerem, que
na auséncia de TTR, existiram mecanismos de compensacdo no metabolismo e

transporte de tiroxina (Palha et al., 1997)

Variantesda TTR

Atualmente foram descritas mais de 120 mutacGes pontuais diferentes na
sequéncia do gene da TTR em humanos. A maioria das mutacGes resulta da simples

substituicdo de um nucle6tido no gene TTR.

As variantes de TTR resultam, maioritariamente, em patologias familiares,

sendo a PAF a patologia neurodegererativas mais comum.

Mutacdes patogénicas causam a alteracdo da conformacdo da proteina TTR,
provocando a sua instabilidade tornando-a mais suscetivel a dissociagdo em monomeros
de TTR. A mutacdo V30M ¢ a mais estudada em todo o mundo, tendo como focos

importantes os seguintes paises: Portugal, Suécia e Japdo (Soares et al., 2004).
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Fisiopatologia da PAF

Comportamento Amiloidogénico

Comportamento
N&o-Amiloidogénico

Tetramero \
Monomero FS'S E Agregados
Nao-Nativo Soltiveis
Espécies Monoméricas
Parcialmente Desnaturadas
[ ]

Fibras Amiloides

Figura 6. Modelo de formag&o de fibras amiloides da proteina TTR. Adaptado de (Quintas, Vaz, Cardoso,
Saraiva, & Brito, 2001)

A amiloidogénese é um processo fisiopatoldgico caraterizado pela deposicao de
fibras amiloides extracelulares, provocados pela agregacao de proteinas misfolded (i.e.
cuja conformacéo foi alterada), que provocam a alteragcdo da arquitetura tecidular com
perda de funcdo (Soto et al, 2008).

Mais de vinte proteinas estdo descritas como potenciais amiloidogénicas,
capazes de formar fibrilas amiloides morfologicamente distintas. Independentemente do
tipo de proteina potenciadora, as estruturas fibrilares sdo constituidas
predominantemente por folhas  pregueadas, de diametro variavel compreendido entre
os 70-100 A, ndo ramificadas, de comprimento varidvel e altamente resistentes &

protedlise (Cardoso et al., 2002).

Estudos in vitro demonstram que os fatores ambientais podem promover a
agregacdo de proteinas com potencial amiloiddgénico (Soto et al, 2003). No entanto,
estudos in vivo, indicam que as condi¢cbes ambientais (temperaturas elevadas, pH &cido,
condicGes de oxidacdo e alteracdo das forcas idnicas) sdo consideradas extremas e
contribuem para a agregacédo de proteinas amiloiddticas (Quintas et al., 2001).

Quintas et al., propuseram o modelo, atualmente aceite, de fibrilogéenese das
fibras amiloides (Quintas et al., 2001). Este modelo € baseado na dissocia¢do do
tetrdmero em mondmeros nativos, que ocorre em condices fisioldgicas. Os monomeros

nativos através de alteracdes da conformacao e reacfes quimicas ddo origem a espécies
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monomeéricas ndo nativas. Estas promovem a formacéo de agregados protofibrilares ou
pré-fibrilares que sofrem alteraces na sua conformacgdo, provocando perda de
estabilidade e, ainda que sollveis, sdo potenciadores fulcrais na irreversibilidade do
processo amiloiddgénico, ou seja, na formacéo de fibrilas maduras amildides. (Quintas
etal., 2001).

As carateristicas singulares dos agregados amiloides resultam na afinidade
seletiva para o corante histoquimico - vermelho do congo (VC). Na visualizagdo dos
tecidos no microscépio 6tico sob luz polarizada, apds a coloragdo de VC, os depositos

de amiloide apresentam uma coloracdo birrefringente verde-maca.

Diagnostico da PAF

No diagnéstico da PAF é importante identificar o tipo de mutacdo presente no
gene TTR, quer em doentes pré-sintomaticos quer em doentes sintomaticos. Para a
avaliacdo histopatoldgica da deposigdo de fibras amiloides nos doentes, sdo realizadas
biopsias de tecido proveniente das glandulas salivares e tecido celular subcutaneo dos
pacientes. Assim, como confirmacdo do diagnostico de PAF € necessario a
demonstracdo da deposicdo de amiloide em biopsias, através da coloracdo de vermelho
do congo e por técnicas imunohistoquimicas. Com a coloracdo de vermelho do congo,
0s depositos de amiloide adquirem carateristicas birrefringentes verde observada através
de luz polarizada. No entanto a técnica ideal para detetar o tipo de agregados
amiloidoticos de TTR € a imunohistoquimica através de anticorpos especificos anti-
TTR (Gertz, 2004).

O diagndstico de PAF é suspeito em adultos com os seguintes sintomas:
neuropatia sensorial motora e/ou autbnoma lentamente progressiva que frequentemente
¢ acompanhada de cardiomiopatia e nefropatia e ou opacidade vitrea; historia familiar

consistente com heranca autossémica dominante que suporta o diagndstico;

Terapéutica da PAF

Nos ultimos anos, novas estratégias terapéuticas foram estudadas e

implementadas em ensaios clinicos em doentes com PAF. A terapéutica para a PAF
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consiste no tratamento sistémico dos 6rgdos afetados e o tratamento da sintomatologia e
consequéncias da doenca, com a finalidade de melhorar a sua qualidade de vida dos
pacientes (Ueda & Ando, 2014).

a. Transplante hepatico

O transplante hepatico (TH) foi proposto como prevencdo na formacdo de
amiloide e diminuicdo a progressao da doenca (Adam et al., 2013) (Holmgren et al.,
1991). Atualmente, o transplante hepatico continua a ser uma terapia de referéncia na
diminuicdo da sintomatologia da PAF (Barreiros, Geber, Birklein, Galle, & Otto, 2010),
sendo Portugal o pais com maior taxa de TH em doentes com PAF. O TH tem como
objetivo a eliminagdo da sintese de TTR mutada no figado e a substituicdo por TTR

selvagem (ndo mutada). Apds o TH, a reducdo da TTR mutada é significativa.

A médio prazo, observou-se a regressdo dos depositos de amiloide nos nervos
periféricos em doentes de estadio inicial (Adams et al., 2014). Em estudos a longo
prazo, os doentes com PAF sujeitos a TH associado a mutacdo val30met tém uma taxa
de sobrevivéncia de 80%, sendo que doentes com outras mutacdes a taxa de sobrevida é
cerca de 50%. Os beneficios do TH sdo influenciados pelo tipo de mutacéo associado a
PAF e pelo estadio da doenca, sendo o estadio precoce o que apresenta melhores
beneficios (Wilczek, Larsson, & Ericzon, 2011). Num estudo retrospetivo das duas
ultimas décadas de realizacdo de transplantes hepaticos, 0s autores revelam que 0s
pacientes em estadio inicial tém uma resposta excelente ao tratamento (Ericzon et al.,
2015).

O transplante hepatico sequencial (domind)

O transplante hepatico sequencial (THS) tem como objetivo compensar a
escassez de dadores de figado para transplantes. Desta forma sdo utilizados figados de
doentes com PAF, que sdo funcionais com a exce¢do de produzirem a proteina mutante
amiloidogénica, em doentes com patologias hepaticas severas. Geralmente os doentes
encaminhados para receber um transplante hepéatico sequencial estdo referenciados
como tendo um periodo médio/curto de vida. Estudos revelam que estes doentes correm

o risco de desenvolverem neuropatia amiloiddtica a longo prazo (Sousa et al., 2003).
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Ha terapias alternativas em estudo, baseadas em estratégias farmacoldgicas
tendo em consideracdo: o bloqueio da sintese de TTR nos hepatdcitos; a estabilizacao
de tetrameros de TTR e disrupcdo das fibrilas de amiloide —-TTR.

b) Bloqueio da sintese de TTR no figado

O silenciamento de genes é uma terapéutica proposta como supressdo de sintese
de TTR no figado. Métodos com recurso a oligonucleotidos antisense (lsis
Pharmaceuticals) e Small interfering RNA (Alnylam Pharmaceuticals) sdo ferramentas

efetivas utilizadas em terapias génicas (Benson et al., 2006).

Oligonucleotidos antisense provocam a degradacdo enzimatica de RNA
mensageiro (RNAm), reduzindo os niveis de RNAm TTR no figado e no plexos coroide
(Benson et al., 2010).

O RNA interferéncia (RNAsi) tem a sequencia especifica do silenciamento de
gene pos-transcripto. Diferentes tipos de RNAsi silenciam seletivamente a expressdo do
gene TTR, in vivo e in vitro (Kurosawa, lgarashi, Nishizawa, & Onodera, 2005).
Relativamente aos resultados do ensaio clinico de fase Il em doentes com PAF, os
autores revelam que o farmaco ALN-TTRO02 (RNAsi) reduz significativamente a TTR

plasmatica e é geralmente bem tolerado pelos doentes.

c) Estabilizador de tetrameros de TTR

Os estabilizadores de tetrameros da TTR atuam através da ligacdo a estrutura
tetramérica da proteina, impedindo que esta se dissocie em estruturas monomeéricas com

potencial amiloiddgénico (figura 6).

Tafamidis, comercializado pela Pfizer, € um potente e seletivo estabilizador de
TTR na forma tetramérica. Apos um estudo sobre os efeitos do Tafamidis a longo-prazo
em doentes com PAF, os investigadores concluiram que o farmaco é bem tolerado pelos
doentes e reduz ligeiramente a taxa de degeneracdo neuroldgica, no entanto s6 em 40%

dos doentes (Coelho et al., 2013; Merlini et al., 2013). Este farmaco foi aprovado na
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Europa e Japdo para o tratamento de doentes sintomaticos (precoces) com PAF (Coelho
etal., 2012).

d) Disrupcéo de fibrilas de TTR amiloide

A doxiciclina € um antibidtico que pertence ao grupo de medicamentos
denominados tetraciclinas. A doxiciclina demonstrou, em estudos in vitro e in vivo,
disromper as fibras de amiloide depositadas em tecidos do sistema gastrointestinal
(Cardoso, Merlini, & Saraiva, 2003). No entanto este farmaco ndo demonstrou ser capaz

de remover a TTR néo-fibrilar (Cardoso & Saraiva, 2006).

O écido tauroursodesoxicdlico (TUDCA) é um &cido biliar endégeno produzido
em pequenas quantidades. E utilizado como estratégia terapéutica em individuos com
disfuncGes biliares. O TUDCA é um potente inibidor da apoptose e da producdo de
radicais livres de oxigénio reduzindo o stress no reticulo endoplasmatico e estabilizando
a resposta a proteinas unfolded. O TUDCA demonstrou ser neuroprotetor em diversos

modelos animais de doengas neurodegenerativas (Ward et al., 2015).

A administracdo de TUDCA em animais transgénicos TTR val30met, reduziu
significativamente os agregados toxicos em tecidos, causados pela deposicdo de TTR.
Demonstrou igualmente ser capaz de diminuir agregados néo fibrilares, in vivo ,em

animais jovens (Macedo, Batista, Ferreira, Almeida, & Saraiva, 2008).

Estudos revelam que a sinergia dos dois farmacos (Doxi-TUDCA) atua na
diminuicdo significativa da deposicdo fibrilar de TTR e normaliza os niveis de
biomarcadores de stress oxidativo e de matriz extracelular, em animais transgénicos
V30M (Cardoso, Martins, Ribeiro, Merlini, & Saraiva, 2010) (Figura 6).

A combinacdo da doxiciclina e o &cido tauroursodesoxicolico encontra-se em
ensaios clinicos de fase Il (Figura 6). Os resultados, apds um ano, demonstram que 0s
pacientes, em geral, encontram-se estaveis, sendo um tratamento igualmente bem

tolerado.
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Figura 7. Representagdo esquematica da atuagdo dos diferentes farmacos nas diversas conformacdes da
transtirretina. Adaptado de (Hanna, 2014)
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Modelos animais

A utilizacdo de modelos animais data de 500 a.C., em que se comparava a
morfologia dos 6rgdos humanos com a dos animais com o objetivo de formular

hipoteses sobre a fisiologia e interacdo dos varios sistemas (Miziara & Oliveira, 2012).

Atualmente os modelos animais tém um papel fundamental na investigacéo
cientifica, uma vez que mimetizam a interagdo entre 0s varios sistemas, aproximando-se
dos sistemas humanos. Os modelos animais sdo utilizados para o estudo de diversas
patologias, permitindo esclarecer os mecanismos que levam a progressao da patologia e
desenvolver agentes farmacoldgicos que previnem e/ou retardam o desenvolvimento da
patogénese. O sucesso dos resultados das experiencias com modelos animais esta

inteiramente relacionado com a escolha do modelo animal.

Em 1986, Sakaki et al., gerou o primeiro modelo animal com a patologia PAF.
Para estudar a patogénese da variante da TTR humana associada a PAF, foram gerados
modelos animais (murganhos) transgénicos que produzissem o gene TTR humano
mutado. E desde entdo, foram criados diversos modelos animais que detém a mutacao
TTR humana,V30M, (Yamamura et al., 1991) e a forma mais agressiva da variante de
TTR, Leu55Pro (L55P) (Sousa et al., 2002).

Os modelos animais inicialmente descritos com a mutacdo TTR val30met,
apresentaram precocemente a presenca de TTR ndo fibrilar e, tal como nos humanos,
com o envelhecimento originam depdsitos de amiloide. No entanto ndo apresentavam
deposicdo de TTR mutada no tecido nervoso periférico, o que condicionava o estudo

sistémico da PAF em modelos animais.

No presente laboratorio foi gerado um novo modelo animal transgénico, capaz
de expressar a variante mutada de TTR humana (V30M), sem producdo de TTR
enddgena, e heterozigotico para o gene heat shock transcription factor 1 (Hsfl). Estes
animais apresentam deposicao precoce de agregados néo fibrilares de TTR mutada nos
ganglios nervosos e tecido nervoso periférico (Santos, Fernandes & Saraiva, 2010).
Estes modelos revelaram-se fundamentais para o estudo da PAF em modelos animais,
uma vez que em humanos a neuropatia periférica e autossémica constituem as principais

manifestacdes clinicas.

16



Polineuropatia Amiloidética Familiar:
Estudo da eficacia de um tratamento combinado em animais V30M/Hsf1

Anatomia do murganho

3.1 Cérebro

Figura 8. Imagem representativa das diferentes areas que constituem o tecido cerebral. Disponivel online
[http://atlas.brain-map.org/atlas]

Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central (SNC) dos murganhos é constituido pelo cerebro
(figura 7) e medula espinal. O cerebro e a medula espinal estdo revestidos por trés
camadas de finas membranas denominadas meninges. A meninge que reveste o cerebro
¢ a pia-mater. Esta é histologicamente constituida por fibras de colagénio, fibras
elasticas e por uma membrana basal. Seguidamente a pia-mater estd a meninge
denominada aracnoidea. Histologicamente é constituida por uma fina camada de fibras.
Como a pia-mater e a aracnoidea sdo estruturalmente continuas, sdo consideradas uma
unidade Unica, denominada leptomeninges. O espaco subaracnoide localiza-se entre as
leptomeninges e encontra-se conetado com o sistema ventricular, através do terceiro
ventriculo e do LCR circulante. A meninge que se localiza junto ao cranio, e portanto
mais externa, é constituida por uma camada densa fibro-elastica e denomina-se dura-
mater. O plexo coirdide é uma estrutura vascular, que se destaca da parede dos quatro
ventriculos, sendo responsavel pela produgdo de LCR e outras proteinas, como a TTR
(Richardson, Wijayagunaratne, D’Souza, Darras, & Van Herck, 2015). O LCR é
produzido de forma continua, sendo reabsorvido do espago subaracnoide para o sinus
venoso sagital superior. A deposi¢cdo de TTR nas meninges e sistema vascular cerebral

denomina-se amiloidose leptomeningeal, sendo esta associada a doentes com estadio
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avancado. Na maioria dos casos, a variante mutada de TTR esté associada a sintese da

proteina no plexos coroide (Mitsuhashi et al., 2005).

Nos casos em que os doentes apresentam deposicdo de amiloide no sistema
vascular cerebral esta descrita como angiopatia amiloidotica cerebral (Maia, Mackenzie,
& Feldman, 2015). A amiloidose leptomeningeal apresenta deposicdo de TTR nas
membranas pia-mater e aracnoidea-mater (leptomeninges), assim como na parede dos

vasos do cortex e do espago subaracnoideu.

Estdo descritas algumas mutagdes na TTR associada a amiloidose
leptomeningeal, como Leul2Pro (Brett et al., 1999)(McColgan et al., 2015), Asp18Gly
(Jin et al., 2004), Ala25Thr (Shimizu, Takeuchi, Matsumura, Tokuda, & lwata, 2006),
Val30Met (Herrick et al., 1996), Gly53Glu (Ellie et al., 2001), Phe64Ser (Uemichi, RJ,
AH, JR, & MD, 1999), Tyr69His (Azevedo et al., 2013; Blevins et al., 2003; M. J. M.
Saraiva, 2001), entre outras. Os individuos com amiloidose leptominingeal apresentam
manifestagdes clinicas associadas a psicose, deficiencia visual, cefaleias, convulsdes,
paralesia motora, ataxia, mielopatia, hidrocefalia ou hemorragia intracraniana (Ando et
al., 2013; Maia et al., 2015) . Na amiloidose leptomeningeal a concentracdo de TTR
mutada no liquido cefalorraquidiano é geralmente elevada (Adams et al., 2014)
(Weisner & Roethig, 1983).

Figura 9. Imagem representativa da distribuicdo das meninges cerebrais. Adaptado de Wheater’s
Functional Histology- A texto and Colours Atlas.
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Objetivo do estudo

O transplante hepatico continua a ser a terapéutica de elei¢do para o tratamento
da PAF, no entanto varios farmacos sdo estudados como possiveis tratamentos

alternativos.

No presente estudo, propusemo-nos a avaliar a presenca de TTR em animais
transgénicos para TTR com a mutacdo V30M, sem producdo endogena de TTR, e
heterozigoticos para o gene Hsfl, tratados com um combinado farmacoldgico
constituido por um disruptor fibrilar de amiloide e um &cido biliar endogeno.

Seguidamente foram avaliados 0s seguintes parametros:

1. A deposicdo de TTR no sistema vascular cerebral e leptomeninges. Foi necessario
otimizar determinados procedimentos para a avaliagdo da deposicdo de TTR no
tecido neuronal e sistema vascular cerebral, tais como:

a. Protocolo de descalcificacdo que permita preservar a integridade das
meninges cerebrais;

b. Técnica de imunofluorescéncia no tecido neuronal.

2. A deposicdo de agregados ndo fibrilares de TTR e amildide no sistema
gastrointestinal.

3. A concentracdo de TTR no plasma.
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Capitulo 2

Materiais e métodos
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Animais

Neste estudo foram utilizados 18 murganhos transgénicos da estirpe 129/SV,
sem producdo enddgena de TTR, que sintetizam a variante da TTR humana com a
mutacdo V30M e heterozig6ticos para heat shock transcription factor 1 (Hsf-1)
(denominados V30M/Hsf1). Os animais, com idades compreendidas entre os 23 e 27
meses, foram tratados durante 4 semanas com uma combinacdo de dois farmacos: um
disruptor de fibrilas amiléides maturas (designado a montante por farmaco A) e um
acido biliar endogeno (designado a montante por farmaco B). Os farmacos foram
administrados em simultaneo, um deles na 4gua com a concentragcdo de 8mg/kg/dia,
sendo substituida semanalmente; o outro foi administrado por via intraperitoneal com a
concentracdo de 500mg/kg/dia em solucdo de tampdo fosfato (PBS) estéril,
administrado 2 vezes por semana. Os animais controlos (n=7) foram administrados
com PBS esteéril por via intraperitoneal e bebiam &gua da torneira. Todos os animais
foram alojados em caixas apropriadas em condicdes livres de patogénicos, temperatura
controlada (22°C), mantendo ciclos de 12h de luz e 12h com auséncia de luz, com o

fornecimento ad libitum de comida e agua.

Todos o0s procedimentos animais cumpriram as normas estabelecidas pelo
decreto-lei 113/2013, segundo a diretiva Europeia 2010/63/EU.

Colheita e preparacéo das amostras

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Cetamina e Medetomidina,
administrados por via intraperitoneal. Foi colhido sangue através da veia cava inferior
com seringas contendo o agente anticoagulante - acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). Apos centrifugacdo (14500 RPM, 10 minutos) a temperatura ambiente, o
plasma foi removido e congelado a -80°C para posterior analise. Seguidamente 0s
animais foram sujeitos a perfusdo transcardiaca com 4% de paraformaldeido, segundo a
técnica ja descrita (Gregory et al, 2012).

Posteriormente procedeu-se a recolha dos varios 6rgédos para analise histoldgica:
sistema gastrointestinal, bago, bexiga e figado. Os tecidos colhidos foram fixados em
10% de formaldeido tamponado durante 24h a temperatura ambiente. Seguidamente

procedeu-se a decapitagdo do animal, com o objetivo de remover o cranio de forma a
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preservar as estruturas cerebrais, incluindo as meninges. Assim apds a dissecacdo da
pele, musculos faciais e estruturas inerentes a cabeca (dentes, lingua, olhos, mandibula),
o cérebro com crénio foi fixado em 10% de formaldeido tamponado, durante 2 semanas,
a temperatura ambiente. Seguindo o processamento histologico e a inclusdo em

parafina.

Descalcificacéo

Ap0s a descalcificacdo com a solucdo B (anexol), as amostras foram sujeitas ao
processamento histolégico, de forma a serem observadas na microscopia oOtica. O
processamento histologico foi iniciado com a imersdo das amostras em gradiente
crescente de etanol (70%, 80%, 95% e 100%), permanecendo 2 horas em cada solucéo,
com excecdo do ultimo etanol onde as amostras ficaram imersas durante a noite a 4°C.
Posteriormente as amostras foram colocadas em xilol, durante 3 horas. Todo a
processamento foi realizado com agitagdo. Seguindo-se por fim, a impregnagédo em
parafina.

Imunohistoquimica

A presenca de TTR foi avaliada através de estudos imunohistoquimicos. O
controlo positivo utilizado foi o plexo coroide e figado, locais de sintese de TTR. Para
controlo negativo foram utilizados os mesmos tecidos de animais sem producdo de TTR
(TTR Knock-out).

Foram utilizadas secgdes de tecido com espessura de 3 um, em laminas
adesivadas com 3-Aminopropil-trietoxisilano (APES). Procedeu-se a desparafinacédo
das secc¢des de tecido em xilol (Fisher) durante 30 minutos; seguidamente as sec¢des de
tecido foram hidratadas, a partir de uma serie decrescente de etanol (100%, 90%, 80% e
70%) até a agua corrente. O blogueio da peroxidase enddgena foi realizado com uma
solucdo de 3% de perdxido de hidrogénio (H202) em metanol, durante 30 minutos.
Seguindo-se o blogueio de reacdes inespecificas com 1% albumina sérica bovina (BSA)
e 4% de soro fetal bovino (FBS) em PBS (1h a temperatura ambiente); O anticorpo
primério policlonal anti-TTR humana utilizado foi produzido em coelho (1:600; DAKO,
Glostrup, Denmark) diluido em soro de bloqueio com incubacdo durante a noite a 4°C;
Posteriormente foi realizada a incubagdo do anticorpo secundéario anti-coelho 1gG
biotinilado (1:200, vector lab) a temperatura ambiente, durante 45 minutos; o metodo de
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detecdo utilizado foi o complexo ABC (vector lab) seguindo as instru¢Bes do
fornecedor; Apos a realizacdo de lavagens, foi utilizado como cromogénio o 3.3-
diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); as seccdes de tecido foram
contrastadas com hematoxilina de Gill Il durante 15 segundos, desidratadas,
diafanizadas e montadas individualmente com meio de montagem sintético (entellan)

para posterior observacdo em microscopia 6tica.

As seccdes de cérebro foram posteriormente observadas ao microscépio 6tico
(Olympus Optical) e foram recolhidas imagens de toda a periferia do cérebro utilizando
a objetiva de 10x. A analise semi-quantitativa foi realizada no programa Image-Pro
plus, no qual, a area de interesse (revelada por DAB) é convertida a pixeis e
normalizada relativamente a &rea total. Os resultados encontram-se em percentagem de

area marcada e correspondem a média e erro padrdo da média.

Imunofluorescéncia

Foram utilizadas seccdes de tecido de cérebro de animais anteriormente
descritos. Para o controlo negativo foram utilizadas seccGes de tecido de animais
TTR/Knock-out). Foram utilizadas sec¢des de tecido com espessura de 3 um, em
laminas adesivadas com APES. Procedeu-se a desparafinacdo das seccfes de tecido em
xilol (Fisher) durante 30 minutos; seguidamente as seccdes de tecido foram hidratadas,
utilizando uma serie decrescente de etanol (100%, 90%, 80% e 70%) até a agua
corrente. Seguidamente foi realizada a recuperacdo antigénica com tampéo citrato pH 6,
durante 5 minutos no micro-ondas. Seguiu-se a permeabilizacdo celular com 0,25% de
triton em PBS, durante 10 minutos. Posteriormente os cortes foram incubados em
tampdo de bloqueio de reacdes inespecificas 1% BSA em PBS-T durante 30 minutos.
As secgdes de tecido foram incubadas com os seguintes anticorpos primarios: anticorpo
policlonal anti-pre-albumina produzido em coelho (1:100; Abcam, U.S.A.); anticorpo
policlonal anti-PECAML1 produzido em cabra (1:50; santa cruz, USA; anticorpo
monoclonal anti-colagéniolV produzido em ratinho (1:100; Abcam, U.S.A.), diluidos
em tampéo de bloqueio com incubagdo durante a noite a 4°C; De seguida as secc¢des
foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho 488 (1:1000, Alexa Fluor, 488)
juntamente com o anticorpo secundario anti-cabra 568 (1:1000, Alexa Fluor, 568) ou

com o anticorpo secundario anti-mouse 568 (1:1000, Alexa Fluor, 568), durante 45
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minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente as sec¢des de cérebro foram coradas
com 0,3% negro do sudédo (Merck) em 70% de etanol, durante 5 minutos, seguindo uma
passagem em &gua destilada e 8 lavagens em PBS durante 5 minutos cada. Apos as
lavagens procedeu-se a montagem das laminas meio de montagem com 4,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI) - Vectashield (Vector laboratories, Inc, Burlingame).

As laminas foram observadas com um microscopio confocal Leica TCS SP5 I

(Leica Microsystems, Heidelberg, Germany).

Vermelho do Congo

A presenca de agregados de amiloide em seccdes de tecidos (5um) foi realizada
através da coloracao histoquimica de vermelho do congo (Puchtler H, 1965). As seccdes
de tecido foram desparafinadas e hidratadas, seguidamente foram incubadas numa
solucdo saturada de NaCl em 80% de etanol, durante 20 minutos. Em seguida, as
seccOes de tecido foram emersas numa solugdo de 1% do corante vermelho do congo
numa solucdo saturada de NaCl em 80% de etanol durante 20 minutos. Posteriormente
as seccOes de tecido foram analisadas no microscépio 6tico com luz polarizada. A
presenca de amiloide foi identificada pelas suas carateristicas birrefringentes de
coloracdo verde.

A analise da coloracdo do vermelho do congo foi realizada recorrendo a uma
avaliacdo qualitativa quanto a presenca ou auséncia de coloracdo birrefringente verde no

microscopio 6tico (Olympus Optical).

Western Blot

Para a técnica de western blot (WB) foram utilizados plasmas de animais
tratados (n=5) e animais controlo (n=5). Foi utilizado 1 pL de plasma de amostra, sendo
fervido durante 5 minutos em tampdo SDS (125mM Tris pH 6,8; 4% SDS; 20%
glicerol; 10% p-mercaptoetanol e 0,08% de azul de bromofenol) e separadas por
eletroforese num gel de 15% SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) a 25 miliamperes (mA), durante 2 horas. As proteinas foram
posteriormente transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Schleicher and
Schuell; 0,2 mm), durante 1 hora, a 400mA, 100 volts, a 4°C. A determinagdo da
transferéncia foi confirmada atraves da coloracdo de Ponceau S, seguindo de

descoloragdo da mesma e secagem da membrana. Posteriormente foi efetuado o
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bloqueio de ligacdes inespecificas com 10% de leite em p6 magro em tampéo fosfato
contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T), durante 1 hora a temperatura ambiente.
Seguidamente a membrana foi incubada com o anticorpo primario anti-TTR (1:350;
DAKO, Glostrup, Denmark) diluido em 10% de leite em p6 magro em PBS-T, com
agitacdo, durante a noite a 4°C. Apos as lavagens da membrana com PBS-T, foi
incubado o anticorpo secundario anti-coelho (1:5000, The Binding Site Group) diluido
em 3% de leite de p6 magro, durante 1 hora, & temperatura ambiente. Apds as lavagens
com PBS-T a membrana foi revelada com reagente ECL (BioRad). As proteinas foram

visualizadas com um sistema de detecdo de quimiluminescéncia.

Imunodifusao Radial

Para a técnica de imunodifusdo radial (IDR) foi utilizado um kit de detecdo da
concentracdo de prealbumina humana (ou TTR) (Kit Bindarid, Binding Site, UK), no
qual foram utilizados os plasmas dos mesmos animais descritos na técnica anterior.
Foram utilizados 5 pL de plasma de amostra, sendo que este foi diluido (1:2) em 7%
BSA. Foram utilizadas trés concentracGes diferentes de solucbes padrdo e uma amostra
conhecida para validar a técnica. O procedimento foi realizado de acordo com o

fornecedor.

A concentracdo de prealbumina no plasma foi determinada pela curva de

calibracdo, utilizando trés concentragdes diferentes de solucéo padréo.

Estatistica

Os dados relativos a quantificacdo da técnica de imunohistoquimica em tecido
neuronal e gastrointestinal foram expressos em média e desvio padrdo da média. O teste
t — student’s foi usado para comparar os dois grupos (tratados e controlos). Foi

considerado estatisticamente significativo o valor de p igual ou inferior a 0,05.
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Imunohistoquimica

Para a andlise do efeito do tratamento combinado na deposicdo de TTR, foi
utilizada a técnica de imunohistoquimica. Esta técnica reconhece segmentos da proteina
TTR, sendo que ndo discrimina a conformacéo (ndo-fibrilar e fibrilar) dos agregados
proteicos constituidos pela mesma. A imunohistoquimica € uma técnica amplamente
utilizada na rotina diagnostica e encontra-se descrita por Albert Coons (Coons, Creech,
& Jones, 1941).

Inicialmente foi avaliado o efeito do tratamento combinado na deposicdo de
agregados amiloides em seccdes de tecido do sistema gastrointestinal (estomago, colon
e duodeno) em animais tratados (n=11) e animais controlo (n=7) (figura 10). Como
controlo positivo foram utilizadas sec¢des de figado (local de producdo de TTR). Apés
a semi-quantificacdo da deposicdo de TTR no sistema gastrointestinal, verificou-se que
no colén, os animais tratados apresentaram diferencas estatisticamente significativas
comparativamente aos animais controlo (grafico 1). Relativamente aos restantes 6rgaos
ndo demonstraram diferencas estatisticas significativas entre os animais tratados e os
animais controlos. Estes resultados sugerem que, no colon, o tratamento combinado foi

eficaz na disrupcdo e remocao de depdsitos de TTR.
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Grafico 1. Deposi¢do de TTR no sistema gastrointestinal. Os dados encontram-se apresentados em
percentagem de marcacéo e correspondem a média e desvio padrdo da média (** p igual ou inferior a
0,01).
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Posteriormente foi avaliada a eficacia do tratamento na deposi¢do de TTR no
cérebro, nomeadamente no sistema vascular cerebral e leptomeninges (gréfico 2).
Foram utilizados animais controlo (n=2) e animais tratados (n=5), nos quais se observou
a deposicao de agregados de TTR no sistema vascular cerebral e /ou meninges (figura
11). Apds a avaliacdo semi-quantitativa verificou-se que havia uma tendéncia para a
diminuicdo da deposicdo de agregados de TTR no sistema vascular cerebral e

leptomeninges, nos animais tratados.

Imunofluorescéncia

Apbs a andlise da deposicdo de TTR no sistema vascular cerebral e
leptomeninges pela técnica de imunohistoquimica, houve a necessidade de determinar a
localizagédo exata da deposi¢do de TTR no sistema vascular cerebral. Desta forma foi
realizada a técnica de imunohistoquimica com dupla marcacdo, utilizando marcadores
especificos da camada endotelial (PECAML1) e camada adventicia (colagénio 1V) dos

Vvasos.

Ao analisar a figura 12 verifica-se que ha co-localizacdo entre a marcacao de
TTR (verde) e marcacdo de colagénio (vermelho) no vaso sanguineo extra-cortical. Por
sua vez, na figura 13 ndo ha evidéncia de co-localizacdo entre os dois marcadores
utilizados, PECAML1 (vermelho) e TTR (verde). A figura 14 representa o plexo coroide

de um animal com producdo de TTR e outro sem producdo de TTR.
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Figura 10. Imagens representativas da deposi¢cdo de agregados de TTR em animais tratados e animais
controlo, através da técnica de imunohistoquimica, em diferentes 6rgdos do sistema gastrointestinal. O
controlo positivo utilizado foi o figado (local de producédo de TTR). Barra de escala 100pum.
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Figura 11. Imagens representativas da marcacdo de TTR através da técnica de imunohistoquimica em
tecido cerebral. As setas nas figuras A e B identificam os depdsitos extracelulares de TTR localizados no
sistema vascular cerebral e ou meninges. As figuras A e B referem-se a animais controlos e animais
tratados, respetivamente. As imagens C e D, plexo cor6ide, representam o controlo positivo e negativo,
respetivamente. Barra de escala 100um.
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Gréfico 2. Deposicao de TTR no sistema vascular cerebral e leptomeninges. Os dados encontram-se em
percentagem de marcacdo e correspondem a média e desvio padrdo da média. Foi considerado
estatisticamente significativo o valor de p igual ou inferior a 0,05.
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Figura 12. Imagens representativas de um vaso sanguineo localizado a periferia do cérebro. Na
imunofluorescéncia com dupla marcagéo foram utilizados os anticorpos anti-colagénio IV (vermelho) e
anti-TTR (verde), a sobreposi¢cdo com DAPI e com duas marcacdes é visualizada pelo merging. Barra de

escala 10pm.
: -

Figura 13. Imagens representativas de um vaso sanguineo localizado a periferia do cérebro. Na
imunofluorescéncia com dupla marcagdo foram utilizados os anticorpos anti- PECAM1 (vermelho) e anti-
TTR (verde), a sobreposicdo com DAPI e com duas marcagdes é visualizada pelo merging. Barra de

escala 10pum.
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Figura 14. Imagens representativas do plexo coréide, utilizado como controlo positivo (animais
V30M/Hsf-1) e controlo negativo (animais sem producéo de TTR (TTR KO)). Barra de escala 10pm.

Vermelho do Congo

A analise da deposicdo de TTR, através da técnica de imunohistoquimica, ndo
discrimina a presenca de depositos de amiloides. Assim, para determinar a forma dos
agregados amiloides, nomeadamente as fibrilas amildides maturas, foi utilizada a

coloracdo de histoquimica de vermelho do congo.

O Unico tecido que demonstrou ter areas birrefringentes (de coloracdo verde) foi
0 estomago. Nos animais ndo tratados foram detetados agregados de fibrilas amil6ides
em 4 dos 7 animais (4/7). Por sua vez, nos animais tratados foi detetado um Unico
animal positivo para o VC (1/11). Assim os resultados sugerem que o tratamento foi
capaz de disromper fibrilas amildides maturas (figura 15), tal como descrito
anteriormente no presente laboratério ( Cardoso et al., 2010).

Western blot

A TTR funcional circula na corrente sanguinea e no liquido cefalorraquidiano
sob a forma tetramérica. A concentracdo de TTR no plasma varia entre 0,1 a 0,4 mg/mL
(Stabilini et al., 1968). A técnica de western blot foi utilizada para avaliar
qualitativamente a concentracdo de TTR no plasma de animais tratados (n=5) e animais
controlo (n=5). Ao analisar a figura 16, verifica-se que o grupo dos animais tratados
apresenta niveis superiores de TTR no plasma relativamente ao grupo dos animais

controlo.
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Figura 15. Imagens representativas da coloracdo de hematoxilina eosina e vermelho do congo no tecido
gastrico de animais controlo e animais tratados. As setas representam a coloragcdo verde-maca
carateristica da propriedade birrefringente dos dep6sitos de amil6ide. Barra de escala 100 pum.
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Figura 16. Western blot de plasma de animais VV30M/Hsf-1 tratados (n=5) e animais controlo (n=5)
reconhecidos pelo anticorpo anti-TTR humano.

Imunodifusao Radial

A técnica de Imunodifusdo radial (Mancini et al, 1965) foi utilizada para
determinar a concentracdo de prealbumina (ou TTR) no plasma dos animais estudados.
Para este ensaio foi realizada uma curva de calibracdo utilizando trés valores padrdo
com concentracBes conhecidas. Apds a determinacdo da concentracdo de TTR no
plasma, verificou-se que os animais tratados apresentam uma concentracdo de TTR
plasmatica superior (estatisticamente significativa) quando comparados com 0s animais

controlos (grafico 3). Resultado que corrobora com a técnica anterior.
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Gréfico 3. Concentracdo de TTR no plasma de animais tratados e animais controlo (V30M/Hsf-
1). Os dados encontram-se ug/ml e correspondem a média e desvio padrdo da média (* p igual ou inferior
a 0,05).
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Capitulo 4
Discussao de resultados
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A PAF é uma neuropatia progressiva fatal que afeta vérios Orgdos. E
caraterizada pela deposicdo extracelular de agregados amildides provocados pela
mutacdo da proteina TTR, sendo esta a causa mais frequente. Os mecanismos
fisiopatoldgicos que levam a deposicdo de TTR ndo se encontram totalmente
esclarecidos. De modo a expandir o conhecimento molecular e terapéutico da PAF
foram gerados vérios modelos animais com TTR mutante. Inicialmente os modelos
animais transgénicos gerados eram portadores da mutagdo V30M na proteina TTR, que
apesar da deposicdo precoce de agregados amiloides, ndo apresentavam deposi¢do no
sistema nervoso periférico. No presente laboratorio foi gerado um modelo animal capaz
de depositar TTR n&o fibrilar em varios érgdos incluindo o sistema nervoso periférico.
Este animal, para além de ser portador da mutacdo V30M na proteina TTR apresenta
heterozigotia do gene Hsfl (V30M/Hsf1) (Santos et al., 2010). Este modelo animal foi

utilizado no presente estudo.

Cardoso e Saraiva descreveram a acdo de um antibidtico como sendo um
farmaco promissor na disrupcao de formacdes fibrilares de TTR in vitro (farmaco A)
(Cardoso, Merlini e Saraiva, 2003) e in vivo (Cardoso & Saraiva, 2006). Segundo estes
estudos, o farmaco A, apesar da eficacia na disrupcao de agregados fibrilares de TTR,
ndo demonstrou ser capaz de remover agregados nao fibrilares, em animais transgénicos
V30M. Outros estudos realizados no presente laboratério, revelam que a administracéo
de um acido biliar endogeno (farmaco B), com propriedades antioxidantes e
antiapoptéticas, foi eficaz na diminuicdo de agregados ndo fibrilares (Macedo et al.,
2008). Recentemente, Cardoso e Saraiva estudaram a sinergia dos farmacos A e B, 0s
resultados revelam que a administracdo deste tratamento combinado diminui
significativamente a deposi¢do de TTR em animais V30M. Baseado nestes estudos, 0
presente trabalho experimental visou em testar a eficacia de um tratamento combinado
com os farmacos A e B em animais transgénicos V30M/Hsfl de 23 a 27 meses,
relativamente a disrup¢do de agregados fibrilares e ndo-fibrilares e a sua remocdo no
sistema gastrointestinal e cérebro (leptomeninges e sistema vascular cerebral (figuras 10
e 11). Foi igualmente avaliada a concentracdo de TTR no plasma de animais tratados e

animais controlos.

Para a avaliacdo da eficacia do tratamento no sistema gastrointestinal foram
utilizadas seccOes de tecido de estomago, duodeno e colon. Nestes sdo observados

depdsitos extracelulares de agregados de TTR visualizados pela técnica de
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imunohistoquimica (figura 10). Relativamente a eficacia do tratamento nos tecidos do
sistema gastrointestinal, nomeadamente no colon, verificou-se uma diminuigdo de
marcacdo de TTR nos animais tratados comparativamente aos animais controlo (grafico
1). Este resultado, apds a semi-quantificacdo sugere que, no colon, o tratamento
combinado foi eficaz na remocdo de agregados ndo-fibrilares de TTR. Relativamente
aos outros dois 6rgdos estudados (duodeno e estbmago) ndo demonstraram diferencas
estatisticas relevantes nos dois grupos de animais (tratados e controlos) (gréfico 1).

A técnica de imunorreacdo apenas deteta 0 epitopo antigénio, neste caso a
proteina TTR, a qual se liga ao anticorpo primario, ndo sendo possivel detetar
especificamente o tipo de agregado amiloide (fibrilar ou nédo-fibrilar). Desta forma, os
resultados de imunohistoquimica apenas vdo determinar a presenca ou auséncia de
deposicdo de agregados amiloides da proteina TTR. De modo a diferenciar o tipo de
fibras amiloides que constituem os agregados de TTR foi utilizada a coloracdo de
vermelho do congo. Esta coloragdo histoquimica deteta fibras amiloides maturas, estas
apresentam uma propriedade tintorial Unica que, ao ser visualizada ao microscopio com

luz polarizada, emite coloragdo verde-macd, como é demonstrada na figura 15.

A coloragédo vermelho do congo foi realizada nas seccfes de tecido do sistema
gastrointestinal, a coloracdo verde (caracteristica de fibras de amiloide maturas) sé foi
visualizada em sec¢des de estomago (figura 15). Os resultados da avaliacdo qualitativa
da coloracao de vermelho do congo indicam que no grupo dos animais tratados apenas
houve uma secgéo, correspondendo a um animal, apresentou a coloragdo verde- maca,
quando observada ao microscopio 6tico com luz polarizada. Estes dados sugerem que o
tratamento foi eficaz na disrupcdo de fibras amiloides maturas que sdo positivas na
coloracdo vermelho do congo. Estes resultados sdo corroborantes com o0s estudos
anteriores, realizados no presente laboratério, utilizando animais transgenicos V30M
(Cardoso & Saraiva, 2010).

No modelo animal utilizado (V30M/Hsf1) observou-se que, histologicamente, 0s
depdsitos de TTR, visualizados pela técnica de imunohistoquimica no sistema
gastrointestinal, localizam-se na camada muscular e submucosa. Por sua vez, 0S
depositos de amiloide visualizados pela coloracdo vermelho do congo localizam-se
preferencialmente na porcdo glandular do estomago. Nos pacientes humanos, a
localizag@o dos depositos de amiloides é visualizada ao longo do trato gastrointestinal,
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envolvendo, preferencialmente, estruturas nervosas, resultando nas severas

manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes (Yoshimatsu et al., 1998).

Analisando individualmente a acdo dos farmacos do modelo animal utilizado, os
resultados obtidos sugerem que o farmaco A foi capaz de disromper as fibras amildides
maturas (vermelho do congo positivas). Estes resultados levam a crer que o farmaco
atua seletivamente nas fibras amiloides maturas, provocando a sua disrupcdo. Estes
resultados foram corroborantes com estudos anteriores utilizando outro modelo animal
(Cardoso & Saraiva, 2006; Cardoso & Saraiva, 2010).

Relativamente ao farmaco B, encontra-se aprovado pela US Food and Drug
Administration como terapia em doengas colestaticas hepaticas. No entanto varios
estudos sugerem gue as suas potentes acdes anti-apoptoticas e antioxidantes reduzem a
citotoxicidade em doencas neurodegenerativas (Chen, M. et al., 2000). Encontra-se
descrito que este farmaco atua a varios niveis nos mecanismos apoptdticos e de stress
oxidativo, associados a um estadio inicial da PAF. A utilizacdo deste farmaco na PAF é
eficaz na reducédo da citotoxicidade provocada pelos depdsitos amiloides pré-fibrilares,
diminuindo consequentemente a deposicdo extracelular dos mesmos. Sendo que, em
estudos anteriores, o farmaco B mostrou ter capacidade de diminuir os depdsitos pré-
fibrilares de TTR em animais jovens com a mutacdo V30M (Macedo et al., 2008).
Relativamente ao presente estudo, os resultados sugerem que o farmaco B foi capaz de
remover agregados ndo fibrilares de TTR no sistema gastrointestinal (detetados pela
técnica de imunohistoquimica), no entanto os resultados ndo foram extensiveis a todo o
sistema gastrointestinal, uma vez que, apenas no colon foram obtidas diferencas
estatisticamente significativas na marcacdo de residuos de TTR. Tal como descrito
anteriormente, a eficacia deste farmaco esta demonstrada em animais jovens (Macedo et
al., 2008). Desta forma, julgamos que a idade dos animais, para além da estirpe, pode
explicar a atuagdo heterogénea do farmaco nos 6rgéaos avaliados.

Os resultados obtidos relativamente & atuacdo do farmaco B podem igualmente
ser explicados pela heterozigotia do gene hsf-1 no modelo animal utilizado. A proteina
Hsfl atua como um mecanismo de defesa celular, na presenca de depositos amilGides
extracelulares, a diminuigcdo da proteina hsfl agrava e promove a deposi¢do de TTR.
Sabendo que estes animais transgénicos V30M/Hsf1 (heterozigdticos para o gene hsfl)
apresentam deposicdo de agregados néo-fibrilares em idade precoce (cerca de 1 més de
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idade) (Santos et al., 2010), pode sugerir que esta condicdo possa ter influenciado a

formacéo de agregados amiloides, impedindo assim a acéo uniforme agdo dos farmacos.

A amiloidose leptomeningeal, considerada uma variante de patologias
amiloides, € caraterizada pela deposicdo de amiloide nos vasos sanguineos
(intracorticais e extracorticais) e leptomeninges (Blevins et al., 2003). A amiloidose
leptomeningeal estd presente em cerca de 20% dos casos de doentes com amiloidose e
manifesta um fendtipo agressivo com consequéncias vasculares cerebrais graves
(Benson et al., 2007). O mecanismo molecular que leva a deposi¢do de amiloide no
sistema meningeo-vascular ndo se encontra totalmente elucidado. Nos vasos sanguineos
a deposicdo de amiloide afeta pequenas e médias artérias, arteriolas, veias e capilares.
Relativamente a sua localizacdo, esta delimitada na camada adventicia e na lamina basal

do sistema vascular cerebral (Sekijima, 2015).

Com o objetivo de determinar se 0 modelo animal estudado tinha deposicéo de
TTR mutada (no sistema vascular cerebral e leptomeninges) foi necessario proceder a
otimizacdo de alguns procedimentos (anexos 1 e 2). Apés a avaliacdo, pela técnica de
imunohistoquimica e imunofluorescéncia, confirmou-se que no tecido cerebral, 0s
animais V30M/Hsf1, como demonstra a figura 11, apresentam agregados de TTR, que
se localizam predominante nos vasos periféricos extracorticais e leptomeninges. De
forma a ser avaliada a localizacdo, preferencial, dos depdsitos de amiloide nos vasos
sanguineos cerebrais foi realizada a técnica de imunofluorescéncia, recorrendo a dupla
marcacdo. Foram utilizados anticorpos especificos para a diferenciacdo de camadas dos
vasos sanguineos cerebrais: PECAM1 (deteta a camada endotelial), colagénio IV
(constituinte predominante da camada adventicia) e o anticorpo anti-TTR humana
(figuras 12-14). Os resultados da dupla marcacdo TTR/PECAML1 indicam que a
deposicdo de TTR ndo se localiza na camada endotelial (figura 13), uma vez que a
marcacgdo especifica de TTR ndo co-localiza com a marcacédo da camada endotelial. Por
sua vez, os resultados da dupla marcacdo de TTR/colagénio IV sugerem, apds ser
demonstrado pela co-localizacdo de ambos os marcadores (figura 12), sugerem que a
marcacdo de TTR localiza-se predominantemente da camada adventicia. Assim, no
presente estudo foi observado que a deposi¢cdo de TTR em animais transgénicos Hsf-
1/V30M ocorre, tal como descrita em pacientes humanos, no sistema vascular cerebral e
leptomeninges. Sugerindo a camada adventicia como local preferencial de deposicéo de

agregados de TTR no sistema vascular cerebral.

41



Polineuropatia Amiloidética Familiar:
Estudo da eficacia de um tratamento combinado em animais V30M/Hsf1

De seguida procedeu-se a avaliacdo da eficacia do tratamento combinado no
cérebro quanto a deposicdo de TTR, apesar dos resultados da semi-quantificacdo nédo
demonstrem diferencas significativas, € visivel no grafico apresentado (grafico 2), que
had uma tendéncia para a diminuicdo de deposicdo de agregados de TTR. Este dado
sugere que o tratamento possa ter atuado na remocdo de depdsitos de TTR. Varios
fatores podem ter influenciado os resultados obtidos, nomeadamente o nimero de
controlos utilizados (n=2) face ao numero de animais tratados (n=5); assim como a
idade avancgada dos animais, uma vez que em pacientes humanos a deposicdo de TTR
no sistema vascular e leptomeninges associada a estadios avancados da doenca PAF
com a mutacdo V30M (Ando et al., 2013); a auséncia de uma cépia do gene Hsfl, tal
como referido anteriormente, pode ter influenciado a acdo dos farmacos na disrupgao

dos depdsitos de TTR nas leptomeninges e sistema vascular cerebral.

A técnica de western blot foi realizada com o objetivo de avaliar
qualitativamente as diferencas de concentracdo de TTR no plasma. Analisando a figura
16 observam-se diferencas na quantidade de TTR plasmatica de animais tratados e
animais controlo. Com base nestes resultados foi realizada a técnica IRD para
determinar a concentracdo de TTR no plasma, utilizando os mesmos animais que na
técnica de western blot. Os resultados obtidos pela técnica IRD indicam que ha uma
concentracdo superior de TTR no plasma de animais tratados comparativamente a
animais controlo (grafico 3). Desta forma os resultados obtidos através das duas
técnicas sdo corroborantes. Encontra-se descrito na literatura que a TTR, para além das
funcGes anteriormente descritas, € conhecida como um biomarcador do status
nutricional (Ingenbleek Y et al, 2002), sendo que, nos casos de méa nutri¢cdo os niveis
plasmaticos de TTR estdo diminuidos, e consequentemente valores superiores de TTR
no plasma indicam uma melhoria do status nutricional (Ingenbleek Y, 1994). Tendo em
consideracdo que a concentracdo plasmatica de TTR foi superior nos animais tratados,
julgamos que este resultado seja devido a melhoria do estado nutricional destes animais

apos o tratamento, tal como acontece com outros tratamentos (Suhr et al, 2014).
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A polineuropatia amiloidotica familiar € uma doenca progressiva e fatal. O
transplante hepético é reconhecido globalmente como sendo a terapia mais eficaz no
tratamento da PAF. O transplante hepatico cessa a sintese de TTR mutada nos
hepatocitos retardando a progressdo da doencga. No entanto a TTR mutada continua a ser

produzida no plexo coroide, ndo sendo uma terapia eficaz em todos os doentes.

Na ultima década, varios estudos foram realizados com o objetivo de
desenvolver estratégias terapéuticas que inibam a producdo de TTR no figado, ou
inibam a formacdo de agregados amiloides promovendo a sua degradacdo e a
estabilizacdo de tetrameros. O tafamidis € um estabilizador de tetrdmeros de TTR,
aprovado em 2011, como possivel estratégia terapéutica em pacientes com estadio 1
(segundo o estadiamento da PAF designado por Coutinho et al). Atualmente todos os
pacientes em estadio assintomatico ou inicial (estadio 0 ou estadio 1) sdo encaminhados
para o transplante hepatico e, em simultaneo, avaliados para possiveis estratégias

terapéuticas.

Neste trabalho experimental foi avaliado a eficacia de um tratamento combinado
na acao disruptora de fibras amiloides no sistema gastrointestinal e cérebro, em animais
V30M/Hsf1. Os resultados obtidos no sistema gastrointestinal sugerem que o tratamento
combinado foi eficaz na disrup¢do de fibras amildides maturas e na remoc¢do de

agregados néo fibrilares, tal como descrito anteriormente no presente laboratério.

Neste estudo foi, igualmente, avaliada a localizacdo da deposicdo de TTR nas
leptomeninges e sistema vascular cerebral, sendo uma é&rea ainda pouco estudada.
Através da otimizacdo do protocolo de descalcificagdo do créanio, realizado neste estudo,
foi possivel a visualizacdo da integridade das meninges. Sendo, desta forma, observada
a deposicdo de agregados de TTR no sistema vascular cerebral e leptomeninges, dado
que ndo tinha ainda sido observado até a data neste modelo animal. Quanto a eficacia do
tratamento combinado no cérebro, os resultados sugerem que este tratamento possa ter
alguma influéncia na diminuicdo da deposicdo de TTR no cérebro, uma vez que os
animais tratados apresentam uma tendéncia para a diminui¢do da deposi¢do de TTR no

sistema vascular cerebral e leptomeninges.

Como perspetivas futuras é importante a replicacdo deste estudo, utilizando a
mesma estirpe mas visando: o estudo individual de cada farmaco e administracdo em

diferentes concentracOes; a utilizacdo de diferentes idades, para desta forma determinar
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a idade em que os farmacos atuam sinergicamente na disrupcao e remocao de depositos
amildides; uma maior representatividade histologica do sistema gastrointestinal, para
assim eventualmente, estudar sobre a acdo dos farmacos em diferentes segmentos do
trato gastrointestinal; a avaliacdo no decorrer do estudo: da concentracdo de TTR no
plasma, indice de massa corporal e concentracdo de albumina sérica no sentido de

determinar a evolucdo da melhoria do status nutricional.
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Anexo 1

Otimizacé&o do protocolo de descalcificagdo no cranio

Durante o trabalho experimental foi realizada a otimizacdo de um novo método
de processamento do cérebro, com o0 objetivo de preservar a integridade das
leptomeninges em cortes histoldgicos para posterior andlise. Desta forma, foi
determinante proceder a descalcificagdo do crénio, impedindo que as meninges se
destaguem e/ou desagreguem do cérebro aquando a remoc¢do do cranio. Assim a
primeira etapa iniciou-se pela determinacdo de um agente descalcificador que melhor
preservasse a morfologia celular e arquitetura tecidular. Com base na literatura, o agente
descalcificador quelante escolhido para este trabalho foi o &cido etilenodiamino tetra-
acetico (EDTA) com pH 7.3. Foram testadas 2 solucbes A e B com concentracdes
diferentes de EDTA 0.5 M e 0.25 M, respetivamente. A solucdo A foi composta por 0.5
M de EDTA (pH 7,4) e 7% sucrose. A solucdo B foi composta por 0.25M de EDTA
(pH 7,3) e 10% de glicerol. As amostras que foram descalcificadas 7 dias com solucao
A; 24 dias com a solugdo B. Semanalmente as amostras foram avaliadas quanto ao
ponto de descalcificacdo, recorrendo a testes fisicos (com bisturi). Ap6s a avaliacao
histoldgica concluiu-se que os tecidos que foram sujeitos a descalcificacdo com a
solugéo descalcificadora B, apresentavam a morfologia celular e arquitetura tecidular

preservada, assim como, a preservacao da integridade das leptomeninges (figura 17B).
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Figura 17. Imagens histoldgicas de cranio e tecido neuronal, representativas da imunohistoquimica
utilizando o anticorpo anti-TTR humana. A. Imagem representativa da utilizacdo da solugdo
descalcificadora A. B. Imagem representativa da utilizacdo da solucdo descalcificadora B. Barra de escala
1000 pm.
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Anexo 2

Otimizacgé&o do protocolo de imunofluorescéncia em tecidos neuronais

Procedeu-se igualmente a otimizacdo do protocolo utilizado na técnica de
imunofluorescéncia, com o objetivo de minimizar a autofluorescéncia do tecido neural.

A autofluorescéncia deste tecido pode ser induzida através de artefactos de
fixacdo com agentes fixadores aldeidos (como a formalina) e/ou causas endogenas,
como exemplo do pigmento fluorescente das lipofucsinas (que se acumula no
citoplasma das células envelhecidas). O agente fixador mais comummente utilizado em
tecidos é o formaldeido. Os aldeidos tém a capacidade de formar pontes de ligacOes
covalentes entre proteinas. Como forma de inibir as consequéncias dos agentes
fixadores aldeidos, utilizados na perfusdo dos animais e na posterior fixacdo dos 6rgéos
postmortem, foi testado uma solucdo de bloqueio de reacdes inespecificas 10% FBS+
1% tween 20 + 0,3M de glicina em TBS, 1 hora a temperatura ambiente. Este método
ndo se mostrou reduzir a autofluorescéncia do tecido neural como é demonstrado na
figura 18. Seguidamente procedeu-se ao bloqueio da autofluorescéncia, como sendo,
provocada pelas lipofuscinas (Brizzee, Ordy, & Kaack, 1974). As lipofuscinas sao
pigmentos fluorescentes que se acumulam em células envelhecidas (Terman & Brunk,
1998), sendo mais frequentes em neurdnios e cardiomidcitos (Doyle, 1978). Na
visualizacdo ao microscopio de fluorescéncia, os granulos de lipofuscinas localizam-se
geralmente na area perinuclear (Riga, Riga, Halalau, & Schneider, 2006) (figura 18),
apresentando uma coloracdo amarela forte, com forma ponteada intracelular e com um
ramo espectral emissdo entre 0os 400nm e 650nm. De forma a minimizar a
autofluorescéncia das lipofuscinas em secg¢des de tecido neuronal, foi utilizado o corante
negro sudao B (Schnell, Staines, & Wessendorf, 1999). Como demostram as figuras 12

e 13 a autofluorescéncia diminuiu drasticamente.
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Figura 18. Imagens histol6gicas de tecido neuronal, representativas da técnica de imunofluorescéncia.
Barra de escala 100 e 10 um.
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