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ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA FAMILIAR: PRINCIPAIS GENES
ASSOCIADOS.
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PAULO ROBERTO QUEIROZ™

Resumo

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é um distarbio neurodegenerativo progressivo. Na
forma esporadica, a mais prevalente e conhecida como a forma classica, o seu diagnostico é
considerado finalistico, ndo apresentando um mecanismo patogénico padrdo para a ELA. Este
artigo consiste em uma revisdo bibliogréfica narrativa aonde foi abordada a ELA,
apresentando os principais genes associados a evolucdo da doenca. Estudos mostram que 5%
a 10% dos portadores da ELA possuam a forma familiar da doenca, estes apresentam mutacgéo
genética responsavel pela degeneracdo: SOD1 (Superéxido dismutase 1); VAPB (Vesicle-
associated membrane protein-associated protein B/C); FUS E TARDBP. Vérias mutagdes ja
foram descritas, porém a dificuldade de se estabelecer uma etiologia desencadeada para cada
tipo ainda é uma preocupacao.

Palavras- Chave: esclerose lateral amiotrdfica familiar, genes, mutacéo, epidemiologia.

FAMILIAL AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS: MAIN  GENES
ASSOCIATED.

Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disorder. In the
sporadic form, the most prevalent and known as the classical form, its diagnosis is considered
finalistic, not presenting a standard pathogenic mechanism for ALS. This article consists of a
narrative literature review where was addressed ALS, presenting its main genes associated
with disease progression. Studies show that 5% to 10% of the ALS patients have the familial
form of the disease, these have genetic mutation responsible for degeneration: SOD1
(superoxide dismutase 1); VAPB (Vesicle-associated membrane protein-associated protein B /
C); FUS E TARDBP. Several mutations have been described, but the difficulty in establishing
an etiology triggered for each type is still a concern.
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1 INTRODUCAO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é um disturbio neurodegenerativo
progressivo de evolucgdo inicial linear, podendo ser trinta vezes mais rapida ou mais lenta (é dificil
saber qual sera o seu curso). Acomete 0s nervos motores superiores e inferiores no cértex motor,
tronco cerebral e medula espinhal, o que causa uma disfungdo muscular tanto em musculatura
motora quanto respiratoria (GALVAO, 2013; NORDON; ESPOSITO, 2009).

Estudos internacionais mostram nimeros de 4 a 6 casos por 100.000 habitantes; ja
no Brasil calcula-se uma incidéncia de 2.500 novos casos por ano em uma incidéncia de 1,5
casos por 100.000 habitantes (XEREZ, 2008).

Segundo Quadros (2006) a primeira descricdo da esclerose lateral amiotréfica no
Brasil ocorreu na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro. Tratava-se de paciente do sexo
masculino, branco, 73 anos de idade, sem antecedentes hereditarios. Comecou com
enfraguecimento da méao direita, sobretudo dos dedos. A fraqueza evoluiu gradualmente
acompanhada de atrofia dos musculos da mdo. Apds algum tempo foram agravados 0s
sintomas da ELA, com o aparecimento de atrofia nos mudsculos do tronco e paralisia nos
membros inferiores, reflexos patelares exaltados, dificuldade para deglutir, insuficiéncia
respiratdria e acessos de sufocamento. Apos 8 meses esse caso foi confirmado como ELA.

O diagndstico para a ELA estabelecido pela WFN (World Federation of
Neurology — Federacdo Internacional de Neurologia) segue 0s seguintes critérios: presenca de:
sinais de acometimento do neur6nio motor inferior em uma ou mais de quatro regides (bulbar,
cervical, toracica e lombossacral); sinais de acometimento do neurdnio motor superior em
uma ou mais de quatro regides; alteragdes do tipo neurogénicas na eletroneuromiografia, em
masculos clinicamente normais; sinais de progressao em uma ou mais regifes. Auséncia de:
comprometimento sensitivo, autondmico e visual; sindrome de Parkinson; alteracBes em
exames de neuroimagem de outras doencas que poderiam explicar os achados neurogénicos
na eletroneuromiografia (PALERMO et al., 2009).

Na forma esporadica, a mais prevalente e conhecida como a forma classica, o seu
diagnostico é considerado finalistico, ndo apresentando um mecanismo patogénico padrdo
para a ELA. Acredita-se que a ELA esporadica possua mecanismo etiopatogénico
multifatorial, em funcdo das multiplas alteracbes encontradas em pacientes. Entre as

etiologias sugeridas, a principal é a excitoxidade pelo neurotransmissor glutamato. Mas



também ha evidéncias sugerindo participacdo da morte celular programada (apoptose), do
acumulo de neurofilamentos, da deficiéncia de fatores neurotroficos, de alteracdes da
imunidade, de traumas fisicos, de infec¢bes virais persistentes, do processo de
envelhecimento com deficiéncia relativa de vitamina E, e at¢é mesmo, de fatores ambientais
quimicos e fisicos. Estudos epidemioldgicos mostram que de 5% a 10% dos portadores da
ELA possuam a forma familiar da doenca, estes apresentam mutacdo genética responsavel
pela degeneracdo (XEREZ, 2008; SILVA, 2006)

Treze regides do genoma humano foram relacionadas a casos familiares na ELA,
como algumas exemplificadas no quadro 1 (MAGALHAES; ZATZ, 2006; NETO, 2009).

Quadro 1. Genética da ELA familiar.

TIPO ELA familiar HERANCA Locus GENE PROTEINA

ELA1 AD/AR 21g22.1 SOD1 Cu/Zn

Superoxido dismutase

ELA 2 AR 2933-2935 Alsina Alsina
ELA4 AD 9q34 SETX Senataxina
ELAG6 AD/AR 16p11.2 FUS Fused in Sarcoma
ELA 8 AD 20913.3 VAPB VAMP
ELA9S AD 14911.2 ANG Angiogenina
ELA 10 AD 1p36.2 TARDBP TDP-43

ELA 12 AD/AR 10p13 OPTN Optneurina
ELA 14 AD 9p13.3 vCcP VCP

AD = Autossémica Dominante.
AR = Autossdmica Recessiva.
Fonte: adaptado de (CHEN et al., 2013).

Com base nessas informag0es, o objetivo desse trabalho foi apresentar a Esclerose
Lateral Amiotrofica (ELA) Familiar com respeito aos principais genes associados a evolucéo
da doenca.



2 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado por meio de uma revisdo bibliogréfica narrativa, que
segundo Cordeiro (2007), é aquela que expde uma temética mais aberta, sem exigir um
protocolo rigoroso, levando em conta que a pesquisa dos artigos € aleatdria, sujeitando a
ocorréncia de viés de selecdo. Foram utilizados documentos publicados nos ultimos 15 anos
(2000-2015). A busca foi realizada baseada em fontes cientificas confidveis em sites
especializados, com grande numero de artigos e consequentemente, maior nimero de
informacdes disponiveis, tais como as bases: Scielo, PUBMED, Google académico e EBSCO.
As palavras chave para procura foram: esclerose lateral amiotréfica familiar; genes;

mutacado; epidemiologia (inglés e portugués).

3 DESENVOLVIMENTO

3.1 ELAFAMILIAR

A ELA Familiar é dividida morfologicamente em dois tipos: uma € a forma
classica, idéntica a ELA Esporadica, e a outra forma com o envolvimento da coluna
caracterizada pela degeneracdo das zonas da raiz média da coluna posterior (KATO et al.,
2000).

Varios testes laboratoriais séo realizados como diagnosticos de exclusdo. Logo, o
diagnostico da ELA ¢ definido por meio de exames clinicos, eletrofisiologicos ou mudancas
neuropatologicas, evidenciando sinais de defeitos no neurénio motor inferior associado a
defeitos no neurbnio motor superior clinicamente comprovado com quadro crdnico e
progressivo (OLIVEIRA; PEREIRA, 2009).

De acordo com Kato e colaboradores (2000) os sintomas tipicos sdo fraqueza
assimétrica e atrofia local que eventualmente leva a paralisia completa. Outros sintomas
incluem fasciculagbes musculares e efeitos bulbares, tais como, labilidade emocional do afeto
(ndo necessariamente o humor), disartria e disfagia.

A idade avancada e o ataque bulbar s@o constantemente relatados nas piores
consequéncias da doenca. N&o existem bem estabelecidos marcadores bioldgicos de

progressdo da doenca. Os fatores progndsticos levam em conta a idade, condicao respiratoria



no inicio, tempo da doenga, capacidade vital baixa, intensidade do cansaco, niveis de
convulsdo, atrofia e/ou fasciculagdes, tosse, resisténcia do musculo distal, depressdo e dois
parametros bioldgicos: niveis de creatina plasmatica e contagem de neutrofilo (OLIVEIRA;
PEREIRA, 2009).

Estudos epidemiolégicos mostram que geralmente 5-10% dos pacientes com ELA
tem um historico familiar da doenga. Uma das razdes para a grande variedade nas frequéncias
relatada é o uso de diferentes critérios de diagnosticos e a falha em reconhecer a penetrancia
reduzida da doenca como um fendmeno comum na ELA Familiar (ANDERSEN, 2000).

Aproximadamente 80% dos casos da ELA familiar sdo ligados a genes ainda
desconhecidos. A ELA esporadica possivelmente é também ligada a alteracdes em sistemas
genéticos mais complexos (OLIVEIRA; PEREIRA, 2009). No estudo da ELA foram

sugeridas as participacGes de alguns genes.

3.1.1  SOD1 (Superoxido dismutase 1)

Algumas formas da ELA resultam da mutacdo no gene codificador da enzima
antioxidante Cu*¥/zn*? superéxido dismutase (SOD1). Esse gene estd localizado no
cromossomo 21 (21g22.1), abrange 11 kb de comprimento no DNA cromossomico e consiste
de 5 éxons interrompido por quatro introns. Os éxons codificam uma proteina de 153
amino&cidos (KATO et al., 2000).

Essa proteina localiza-se no citoplasma, nucleo, lisossomos e espaco
intermembranico mitocondrial. Tem a fungdo de capturar ions de cobre e zinco e formar um
homodimero, na qual realizara a fungdo dismutase removendo radicais seperdxido perigosos e
metabolizando os em moléculas de oxigénio e peréxido de hidrogénio, na qual séo
convertidas em agua e oxigénio pelas enzimas glutationa peroxidase e catalase (SACCON et
al., 2013).

A proteina SOD1 ¢ altamente conservada: a transferéncia do gene horizontal é
programada para ocorrer em uma fase inicial da evolugdo do eucarioto. De fato, a proteina
SOD1 humana ¢é pelo menos 50% homologa com proteinas SOD1 ndo-humanas de outras
espécies de mamiferos. A estrutura tridimensional da proteina SOD1 é muito semelhante a da
imunoglobulina: o padrdo de dobramento (chave grega) na SOD1 se assemelha a regido

hipervaridvel (ligagdo ao antigeno) dobras presentes na imunoglobulina (KATO et al., 2000).



Em diferentes populacGes, as proporcfes sdo de 12% a 23% dos pacientes
diagnosticados com ELA Familial e de 2% a 7% dos portadores da ELA esporadica carregam
a mutacdo no gene SOD1. Por conta da producdo de proteinas SOD1 alteradas originadas
dessas mutacGes, a proteina codificada pelo alelo selvagem tem atividade normal, mas é
reduzida em pacientes com ELA Familial. Os niveis de atividade da enzima SOD1 mutante
em pacientes com ELA Familial sdo geralmente reduzidas em 25,3% a 93% da atividade em
relacdo a individuos normais. A consequéncia disso é que os radicais superdxido ndo podem
ser completamente retirados pela proteina alterada e o estresse oxidativo gerado por esses
radicais superéxido desempenha um papel no efeito toxico nos neurénios. Ticozzi (2011)
apresenta estudos que mostram que a SOD1 mutante € propensa a dobramento incorreto e
formacdo de agregados citoplasmaticos e, por sua vez, esses agregados podem levar a morte
celular por sequestro de outras proteinas citoplasmaticas essenciais para a sobrevivéncia
neuronal, por sobrecarga e blogueio do sistema ubquitina/proteossoma, por rompimento
mitocondrial, do citoesqueleto ou transporte axonal (KATO et al.,, 2000; OLIVEIRA,
PEREIRA, 2009)

Entre as teorias de ganho de funcdo de como o gene SOD1 mutante contribui para
a morte do neurdnio motor em uma associagdo com a ELA Familial, quatro principais
hipdteses até agora tem sido postuladas: toxicidade pelo radical hidroxila (OH-), toxicidade
por nitracdo, toxicidade por cobre e toxicidade por agregacao (KATO et al., 2000). Porém, o
mecanismo exato pela qual as mutacbes na SOD1 conduzem a patologias da ELA €
desconhecido, embora numerosas hipdteses tenham sido propostas para explicar a mediacao
da SOD1 mutante com a toxicidade, tal como, o enovelamento protéico associado a
agregacdo, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico,
excitotoxidade do glutamato, inflamacdo e ativacdo microglial e anormalidades no transporte
axonal (CHEN et al., 2013).

Inicialmente surgiu a hipotese de que as mutacdes possam prejudicar a atividade
enzimatica da proteina, resultando no aumento dos niveis celulares de tipos de oxigénio
reativo, estresse oxidativo e morte neural (TICOZZI et al., 2011). Segundo Oliveira e Pereira
(2009) 20% das mutacdes na ELA Familial na SOD1 causam enovelamento protéico e
formacéo de incluses intracelulares.

O estresse oxidativo induz a SOD1 normalmente a monomerizar como um
intermediario no processo de formacdo de agregados e sabe-se que SOD1 ndo tem essa

atividade superoxido desta forma quando mutada. Os neurdnios motores sé@o conhecidos por



serem particularmente sensiveis ao estresse oxidativo, 0 que torna esse pProcesso
potencialmente mais expresso nesse tipo de célula. As mudancas especificas na meia vida do
RNA mensageiro da SOD1 e o efeito da agregacdo e monomerizacdo da SOD1 na atividade
superdxido, levanta a possibilidade de uma menor atividade da SOD1 nos neurdnios afetados
(SACCON et al., 2013).

Seis das mutacbes na SOD1 em pacientes portadores da ELA familiar (A4V;
L38V; L106V; 1113T; L144F e V148G) sdo provaveis para desestabilizar a subunidade alca
dobravel ou dimeros de contato, mudando a estrutura das proteinas normais (KATO et al.,
2000).

A mutacdo mais frequente no gene SOD1 é o D90A. Essa é uma mutacao
enigmaética, ndo sé por conta que ela mantém praticamente normal a atividade eritrocitica da
Cu*?/Zn*%--SOD1, mas também, pelo fato que ela tem atividade especifica intacta e
estabilidade preservada sob condicGes de desnaturacdo. Enquanto alguns dos casos
heterozigotos para a mutacdo D90A, com linhagens de heranca dominante e fendtipo
agressivo e variavel, todos os casos homozigotos para D90A, na qual na maioria dos casos é
herdada como traco recessivo, tem mostrado a mesma caracteristica fenotipica de paresia
ascendente lenta, comecando assimetricamente nas extremidades inferiores. Em quatro anos
0s primeiros sintomas distalmente nas extremidades superiores aparecem junto com oS
primeiros sintomas bulbares. Meses ou mesmo anos precedem o come¢o das paresias nas
extremidades inferiores. Outras caracteristicas atipicas em pacientes D90A homozigotos
inclui alteracdo na bexiga, com urgéncia de miccdo e/ou dificuldade no inicio da miccéo,
sensacdo de calor periodico e laténcia muito prolongada no motor central registrada apds
estimulagdo magnética transcraniana (ANDERSEN, 2000; OLIVEIRA; PEREIRA, 2009).

A atividade superdxido da SOD1 pode ser medida de duas formas: pela atividade
intrinseca da SOD1, a qual reflete a eficiéncia enzimatica da proteina; e a medida da atividade
recombinante da proteina SOD1 normalizada para sua quantidade. Essa atividade € medida
em pelo menos oito mutagdes proteicas, dando diversos resultados variando de 0 a 150% no
alelo selvagem humano para a atividade da SOD1; ou pela atividade completa dentro da
amostra de tecido, na qual pode ser afetada por varios fatores no ambiente celular, e isso é
obtido pela atividade normal superdxido para a quantidade de tecido. Essa atividade é uma
medida imparcial que leva em conta influéncias conhecidas e desconhecidas na atividade

enzimatica da SOD1. A atividade intrinseca influencia na atividade completa, mas somente



em um dos determinantes, os outros sdo quaisquer fatores que afetam a quantidade,
disponibilidade biologica e funcionalidade da SOD1 (SACCON et al., 2013).

A atividade do SODL ¢ geralmente reduzida pela metade em pacientes com ELA
Familiar, como medido em globulos vermelhos, linfoblastos e fibroblastos. Evidéncias
indiretas levantam a possibilidade de que uma redugdo severa pode ocorrer em tecidos
suscetiveis e em determinados tipos de células, devido a reducdo da meia vida do RNA
mensageiro da SOD1 mutante no Sistema Nervoso Central e devido aos possiveis efeitos do
enovelamento e agregacdo da proteina SOD1. A atividade da SOD1 é normal ou apenas
levemente reduzida em duas mutacdes: a D90A tanto nos pacientes homozigotos quanto nos
heterozigotos; e a L117V em pacientes heterozigotos; embora a medida de um paciente
homozigoto mostrasse uma reducdo de 67% da atividade da SOD1 guando comparada com
individuos do grupo controle (SACCON et al., 2013).

As mutacGes na SOD1 sdo caracterizadas por uma importante variabilidade de
fenotipos intrafamilial e interfamilial, em relacdo a idade e local do inicio das manifestacdes
clinicas e duracdo da doenca. Uma excecdo € da mutacdo A4V, que é mais frequentemente
observada em linhagens de casos da ELAL e, constantemente, associada a uma alta
penetrancia, idades mais jovens no inicio, prevaléncia de sinais nos neurdnios motores
inferiores e uma progressdo muito rapida da doenca, geralmente em 12 meses (TICOZZI et
al., 2011).

A penetréncia das mutacGes na SOD1 é variavel, sendo quase completa para a
A4V e menor que 30% aos 70 anos para a 1113T. Porém, a maioria das variantes descritas até
agora sdo mutacBes privadas. Assim, a correlacdo genotipo e fendtipo pode ser descrita de
forma segura por poucos deles (TICOZZI et al., 2011).

N&o existe uma terapia especifica para pacientes com mutacdo no gene SOD1,
porém ha muitos estudos em andamento com o objetivo de desenvolver novas técnicas
(RNAI, terapia antisense) para a inativacdo dessa mutacdo, prevenindo a sintese citotdxica
causada por este gene. Na area da imunoterapia foi desenvolvido um anticorpo chamado
SEDI (SOD1-Exposed-Dimer-Interface), com sequenciamento peptidico correspondente a
interface dimérica da SOD1, que reconhece o envelopamento ou proteinas SOD1
monomeéricas com essa interface exposta (OLIVEIRA; PEREIRA, 2009).



3.1.2 VAPB (Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C):

O gene VAPB esta localizada no cromossomo 20q13.3, abrange 57,7 kb de
comprimento no DNA genémico e é composto por seis éxons e codifica a proteina VAMP
(Vescicle-associated membrane protein-associated protein B). E uma proteina integral da
membrana do reticulo endoplasmatico, a qual tem vérias fun¢bes como no trafego da vesicula
intracelular, transporte de lipidio e na resposta de desdobramento protéico. Essas proteinas
sdo associadas a membranas intracelulares incluindo tanto o reticulo endoplasmatico quanto o
aparelho de Golgi (NISHMURA et al., 2004; TICOZZI et al., 2011; CHEN et al., 2013).

Uma mutacdo que causa a substituicdo da prolina 56 pela serina no dominio MSP
(P56S) rompe a estrutura tridimensional e favorece a agregacdo dessa proteina. Dados
sugerem que essa mutacdo € responsavel por uma forma variavel de doencas do neurbnio
motor encontradas em varias familias, principalmente nas brasileiras. Pela interacdo da VAPB
com outras proteinas, a mutacdo pode evoluir para uma interacdo menos estavel das proteinas
do reticulo endoplasmatico com, no minimo, outras duas proteinas: tubulina e GAPDH
(NISHMURA et al., 2004; OLIVEIRA; PEREIRA, 2009; TICOZZI et al., 2011).

VAPB atua durante o transporte e secre¢cdo no Reticulo Endoplasmaético (RE) e no
Complexo de Golgi. E possivel que a mutacdo P56S interrompa essa fun¢do conduzindo ao
acumulo de intermediarios de transporte sob a forma de agregados membranosos citossoélicos.
Entretanto, a expressao da forma mutante de VAPB ndo altera a estrutura do RE e nédo se
descarta a possibilidade de que alteragfes no sistema da membrana do Complexo de Golgi e
RE estejam ocorrendo em células que expressam a forma alterada do VAPB. Assim, a
proteina mutante do VAPB pode comprometer o transporte e secrecdo da membrana
intracelular e levar a perda dos sinais troficos ou a alteracdo de processos intracelulares
resultando na morte do neur6nio motor. E também possivel que a VAPB esteja presente em
estruturas distintas da membrana do RE e do Complexo de Golgi e que a mutacdo afete o
acumulo de proteinas nesses locais (NISHMURA et al., 2004).

A ELA8 foi subsequentemente descoberta por ser causada por essa unica
mutacdo. Hipoteses sugerem que a heranga dominante da ELAS8 é devida ao efeito negativo
dominante da proteina mutante. A VAPB é expressa ubiquamente, ainda que a mutacdo P56S
afete os neurdnios motores. Esta vulnerabilidade seletiva também ocorre com a ELA1-SOD1,
ELA2-Alsina e mutagfes no SETX. Talvez diferentes tipos de celulas ndo requeiram a mesma
quantidade de VAPB para a sobrevivéncia, ou o0 VAPB pode ter outra funcdo especifica ainda



10

desconhecida nos neurdnios. A mutagdo P56S pode interferir com a estabilidade do complexo
de proteinas VAPB e uma insuficiéncia ou mecanismo de ganho de func&o poderia resultar na
neurotoxicidade e, consequentemente, na morte do neurénio motor (NISHMURA et al.,
2004).

As mutacGes no VAPB dominante conduzem para a agregacdo do VAMP dentro
de aglomerados imdveis no reticulo endoplasmatico (RE), o que causa baixo nivel da
proteina, resultando em um reticulo endoplasmatico diminuido e com proteinas ancoradas
contendo ligagdes lipidicas e na degeneracdo do neurbnio motor. Apos a inserc¢do da proteina
na membrana do reticulo endoplasmatico, a mutacdo P56S no gene VAPB causa 0 rapido
agrupamento para gerar cisternas emparelhadas no RE, que ddo origem a um dominio
profundamente reestruturado e ndo agregado de proteinas citossolicas, o que seria 0 normal
(CHEN et al., 2013; GENEVINI et al., 2014).

Além da perda do mecanismo de funcdo, pelo sequestro de proteinas
potencialmente funcionais em corpos de inclusdo, evidéncias para um ganho de funcédo téxico
do VAPB mutante também foram relatadas. InclusGes do VAPB mutante sdo ubiquitina
positivas tanto em células transfectadas quanto em neurdnios motores de animais
transgénicos, e ambos 0s tipos selvagem e mutante quando superexpresso tem sido observado
para diminuir a atividade do proteossoma. Esse fato sugere gque as inclusées de VAPB podem
alterar os proteossomas e atuam na alteracdo de vias de degradacdo de proteina, associado
com um mecanismo patogénico importante pela toxicidade de agregados de proteinas mal
formadas tanto na ELA esporaddica quanto na familial. Outro mecanismo envolvido ¢é a
inibicdo de transporte da mitocondria afetando a regulacdo do motor anterdgrado da cinesina
(GENEVINI et al., 2014; OLIVEIRA; PEREIRA, 2009).

3.1.3 FUSE TARDBP:

FUS e TDP-43 séo ligantes proteicos de DNA e RNA que modulam a regulagéo
transcricional, o splicing do pré-RNAmM e o processo de microRNA. A TDP-43 é um
aminoacido multifuncional pertencente a ribonucleoproteina heterogénea. A sua fungéo
especifica é avaliada em varios processos biolégicos incluindo a transcri¢do génica, regulacao
do splicing, transporte e estabilizacdo de moléculas de mRNA (FINELLI et al., 2015).

Usando uma abordagem experimental com combinagdo bioquimica e

imunohistoquimica. A proteina TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) foi identificada como
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o principal componente de inclusbes citoplasmaticas ubiquitinadas na ELA. A TDP-43 é
hiperfosforilada e clivada para gerar fragmentos C-terminal anormais. Enquanto a TDP-43
esta presente no ndcleo celular em neurdnios normais, ela € ausente nos nacleos dos neurénios
com inclusbes ubiquitinadas, sugerindo uma distribuicdo da proteina entre o nucleo e
citoplasma. Existem algumas hipéteses do papel patogénico da TDP-43 na ELA, tais como,
toxicidade por agregacdo da proteina longe da sua funcdo nuclear normal, ou ocorrendo 0
contrario dos agregados de TDP-43 terem um ganho de funcdo toxico independente das
atividades celulares fisiologicas da proteina. Mutacdes no gene TARDBP, o gene codificador
da proteina TDP-43 foram encontradas na maioria dos casos da ELA Familial em diferentes
lugares (TICOZZI et al., 2011).

A identificacdo dessas mutacdes tem ligacdo com a predisposicdo genética para a
ELA e para a presenca de TDP-43 em agregados intracelulares em individuos ja com ELA. A
identificacdo das mutacOes na TDP-43 que resultam no aumento da fragmentacéo e toxicidade
nos neurénios baseia-se no papel fisiopatoldgico para ndo acumulo na ELA. Muta¢bes como
G294A, Q331K e M337V estdo localizadas em uma regido altamente conservada do C-
terminal da TDP-43 e é conhecida por estar envolvida em interagdes entre as proteinas. A
mutacdo Q331K em particular cria outra proteina quinase A local, resultando na fosforilacdo
anormal. A mutacdo G294A tem um mecanismo que interfere na ligacdo de RNA e supressao
de genes (KABASHI et al., 2008; SREEDHARAN et al., 2008).

Vérias mutacfes no gene TARDBP tem sido descritas, todas caracterizadas pela
substituicdo missense (sentido trocado), sendo que todas elas estdo agrupadas na regido C-
terminal rica em glicina e codificada pelo éxon 6. Isso dificulta a possibilidade de se
estabelecer a relacdo gendtipo-fendtipo. A variante mais frequente, A382T, pode ser
associada a uma doenca predominantemente do neurdnio motor inferior com um inicio
assimétrico nos musculos distais dos membros, depois espalhando-se para os musculos
proximais com consideravel preservacdo dos muasculos (TICOZZI et al., 2011).

O dominio C-terminal liga proteinas ribonucleares heterogéneas e inibe o splicing
do mRNA condutor transmembranico da fibrose cistica. Na ELA o acumulo de fragmentos de
TDP-43 hiperfosforilados na soma do axénio é acompanhada pela perda de TDP-43 a partir
do nacleo (SREEDHARAN et al., 2008).

O gene FUS esta localizado no cromossomo 16p12.1-g21, que é o locus para a
ELA6. Na maioria dos casos mostra predominancia dos neurdnios motores inferiores, sem

envolvimento da regido bulbar e sem prejuizo cognitivo. Mais de 50 mutac¢Ges no gene FUS
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foram identificadas em cerca de 4% dos casos da ELA Familial. Analises histopatologicas dos
casos FUS mutante esclarecem caracteristicas de inclusGes negativas da TDP-43 e positivas
da FUS e um comeco da doenca com idades precoces é notada em casos com citoplasma
neuronal basofilico e compacto (CHEN et al., 2013).

A maioria dessas mutagOes sdo substituicdes missense (sentido trocado) e o resto
sdo mutacOes frameshift (mudanca na matriz de leitura) ou mutagdes nonsense (sem sentido),
embora a correlagdo gendtipo-fendtipo ndo seja possivel para a maioria delas. Na proteina os
ultimos 18 residuos da regido C-terminal constituem o sinal de localizacéo celular e a maioria
das mutacdes identificadas estdo agrupadas nessa regido (TICOZZI et al., 2011).

O gene FUS abrange 9 kb de comprimento e compreende 15 éxons, codifica uma
proteina de ligagdo DNA e RNA inicialmente isolada a partir da fusdo de genes associados ao
cancer em tumores mesenquimais malignos. A proteina FUS se localiza no nucleo da célula e
estd envolvida em vaérias vias celulares, tais como, a regulacdo da transcricdo, manutencao da
estabilidade do genoma, splicing, transporte entre nucleo e citoplasma e maturacdo de mRNA.
No sistema nervoso central a FUS esta envolvida na regulagdo do transporte de mRNA para
os dendritos e plasticidade sindptica na ativacdo dos receptores de glutamato (TICOZZI et al.,
2011).

Sendo o0 estresse oxidativo a caracteristica principal da ELA, marcadores de
estresse tém sido encontrados localizados com inclusbes positivas de FUS e TDP-43 no
corddo espinhal de pacientes da ELA, sugerindo a associacdo do estresse oxidativo com
inclusbes patoldgicas da FUS e TDP-43 tanto na ELA Familial quanto na Esporadica. As
mutac¢des no gene FUS podem contribuir para a patogenia na ELA pela formacéo de inclusbes
citoplasmaticas e a perda das funcdes nucleares fisiol6gicas da proteina (FINELLI et al.,
2015).

Segundo Finelli e colaboradores (2015) a disfuncdo mitocondrial também é
relacionada a modelos celulares da ELA ligada a FUS e TDP-43 mutantes. Ambos os alelos
selvagem e mutante da TDP-43 (ambos localizados nas mitocondrias em leveduras e em
células de mamiferos) e defeitos na estrutura e dindmica mitocondrial sdo observados em

células com superexpressao da TDP-43 e mutacdo na ELA.
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3.2 INVESTIGACAO GENETICA

O objetivo da utilizacdo de testes genéticos é a confirmacdo do diagnéstico da
ELA, especialmente em casos nos quais as caracteristicas sintomaticas sao atipicas evitando-
se, assim, uma busca inutil para outras causas de doencas dos sintomas (ANDERSEN, 2000).

Em uma pesquisa, apds a extracdo de DNA gendmico do sangue de individuos
controles e afetados pela ELA, foram obtidos fragmentos de regides internas do gene SOD1
por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction - Reac¢do em cadeia da Polimerase)
utilizando-se cinco conjuntos de iniciadores e, posteriormente sequenciamento. Para
confirmar a presenca da mutacdo foi usada a analise de RFLP (Restriction-Fragment-Length
Polymorphism - Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restri¢do) utilizando-se 0s
iniciadores 5 '-CCAgAAAACACggTgggCCAAACQ-3’" e 5'gCAAAgeTgggggAAACACgg-3°. Os
produtos do PCR foram digeridos com enzimas de restricdo a 37 °C e os produtos de digestdo
separados e visualizados em gel de poliacrilamida a 12%. A presenca da mutacdo
heterozigdtica foi confirmada pelo aparecimento de dois fragmentos de 143 pb e 123 pb no
gel (SILVESTRE et al., 2002).

Outro estudo dessa vez para a deteccdo do sequenciamento do gene VAPB foi
feito utilizando a técnica de PCR. O DNA genémico foi submetido a amplificacdo utilizando
pela PCR com iniciadores especificos para o gene VAPB. Os produtos do PCR foram
analisados por SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) e sequenciamento direto.
Foram gerados dois modelos estruturais ao VAPB um normal e um mutante, e através de um
marcador esperava-se uma ligacdo ao locus 20g13.3 previamente encontrado. Porém néo
houve essa interacdo. A triagem de mutacdo dos genes levou a identificacdo de uma
substituicdo no gene VAPB, resultando em uma proteina alterada (missense) (NISHMURA et
al., 2004).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, a descoberta de novos genes associados a Esclerose Lateral
Amiotréfica foi significativa para o melhor entendimento do processo patoldgico dessa
doenca. Apesar do dificil diagnostico, essa relacdo esclarece os mecanismos que levam a
degeneracgéo dos neurdnios motores além de contribuir para o tratamento. A diferenciacdo das

diversas mutacgdes, exemplificadas para os genes abordados no artigo (SOD1, VAPB, FUS e
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TARDBP), em funcdo do locus, a heranga genética, a alteracdo no organismo causada pela
mutacao, o processo patoldgico que leva a neurodegeneragdo, entre outros fatores, evidenciam
a diversidade genética ligada a ELA.

A ELA Familial apesar de abranger somente cerca de 10% dos casos da ELA,
possui uma enorme relevancia nos estudos dessa doenga. Tendo uma causa genética, varias
mutacdes ja foram descritas, porém a dificuldade de se estabelecer uma etiologia
caracteristica para cada tipo ainda é uma preocupacdo. Além dos efeitos de cada mutacéo, em
alguns pacientes foi diagnosticada a presenca de mais de um gene mutante, gerando uma
variabilidade do fendtipo.

Para a realizacdo deste artigo, a maior dificuldade se concentrou na busca por
trabalhos recentes que abordassem de forma mais ampla e definida a Esclerose Lateral
Amiotrofica Familial. Entretanto, ha uma perspectiva para uma futura melhora em relacgdo as
informacdes referentes a ELA Familial, por se tratar de um assunto de interesse do ponto de
vista da area da salde e pelas mais recentes pesquisas realizadas.

O desenvolvimento de pesquisas voltadas a ELA, ndo somente a sua forma
Familial e outras doencas neurodegenerativas traz uma esperanca de um precoce diagnéstico e

melhor tratamento para individuos e suas familias que lidam com essa doenca.
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