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Resumo

A transtirretina (TTR) é uma proteina plasmatica constituida por quatro subunidades
idénticas de aproximadamente 14KDa e de massa molecular de 55 KDa (Blake et al.,
1978).

A TTR ¢é responsavel pelo transporte de tiroxina (T4) (Andrea et al., 1980) e retinol
(vitamina A), neste Ultimo tipo de transporte através da ligacdo a proteina de ligacdo ao
retinol (RBP) (Kanai et al., 1968). E sintetizada principalmente pelo figado e secretada
para o sangue (Murakami et al., 1987) e também sintetizada pelas células epiteliais do
plexo coroide e secretada para o liquido cefaloraquidiano (LCR) (Aleshire et al., 1983).
Existem outros locais que expressam TTR mas em menor quantidade, nomeadamente: a
retina do olho (Martone et al., 1988), o pancreas (Kato et al., 1985), o saco vitelino
visceral (Soprano et al., 1986) o intestino (Loughna et al., 1995); o estdbmago, coracao,
musculo e bago (Soprano et al., 1985). A TTR é uma proteina, do ponto de vista
filogenético, extremamente conservada o que ja de si € um indicador da sua importancia
bioldgica (Richardson, 2009)

O objectivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de transtirretina ao longo do sistema
gastrointestinal do murganho, nos seguintes 6rgaos eséfago, estbmago, duodeno, célon e
também bexiga, com cerca de 3 meses de idade. O segundo objectivo foi identificar as

células responsaveis por essa expressdo, nos 6rgaos em estudo.

Foi possivel verificar que apenas o estdbmago apresenta valores de expressdo normalizada
de TTR diferente de zero, expressdo essa muito inferior a do figado, tal como se esperava.
Por imunohistoquimica/imunofluorescéncia foi possivel determinar que as células que
expressam TTR s@o pouco abundantes e estdo presentes na regido glandular do estbmago
do murganho e também do humano. Para além disto, verificou-se que a TTR co-localiza
com somatostatina e que as células que sintetizam TTR correspondem as células D,

responsaveis pela secre¢do de somatostatina.

Palavras-chave: Transtirretina; Polineuropatia Familiar Amiloidédtica; Sistema

Gastrointestinal
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Abstract

Transthyretin (TTR) is a plasma protein composed of four identical subunits of
approximately 14 KDa and molecular mass of 55 KDa (Blake et al., 1978).

TTR is responsible for the transport of thyroxine (T4) (Andrea et al., 1980) and retinol
(vitamin A) by binding to the retinol binding protein (RBP) (Kanai et al., 1968). It is
synthesized primarily by the liver and secreted into the blood (Murakami et al., 1987) and
also synthesized by epithelial cells of the choroid plexus and secreted into the
cerebrospinal fluid (CSF) (Aleshire et al., 1983). There are other sites that express TTR,
but in smaller quantities, namely: the retina of the eye (Martone et al., 1988), pancreas
(Kato et al., 1985), visceral yolk sac (Soprano et al., 1986), intestine (Loughna et al.,

1995), stomach, heart, muscle and spleen (Soprano et al., 1985).

TTR is a highly conserved protein which from a phylogenetic standpoint is itself an
indicator of its biological importance (Richardson, 2009).

The aim of this study was to evaluate the expression of transthyretin along the
gastrointestinal tract of mice (3 months old) — esophagus, stomach, duodenum, colon and
bladder as well. The second aim was to identify the cells responsible for this expression in
the organs under study.

It was possible to verify that only the stomach showed values of normalized expression

different from zero. This expression was lower than in the liver, as expected.

By immunohistochemistry / immunofluorescence it was determined that cells expressing
TTR are present in the glandular region of the stomach of mice and also in human
stomach. It was also determined that D cells, responsible for secretion of somatostatin,
synthesize TTR.

Key-words: Transthyretin, Familial Amyloid Polyneuropathy, Gastrointestinal Tract
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Introducao

A descoberta da transtirretina (TTR) no plasma (Seibert and Nelson, 1942) e no liquido
cefaloraquidiano (LCR) (Kabat et al., 1942) humano ocorreu em 1942, Esta é uma proteina
constituida por quatro subunidades idénticas de 14 KDa cada e com uma massa molecular
de 55 KDa (Soprano et al., 1985). E principalmente sintetizada pelo figado, e secretada
para o sangue (Murakami et al., 1987), mas também, ao nivel do sistema nervoso, pelas
células epiteliais do plexo cordide e secretada para o LCR (Aleshire et al., 1983). Em
menor quantidade, verifica-se sintese noutros locais: meninges cerebrais (Herbert et al.,
1986), células epiteliais da retina do olho (Martone et al., 1988), pancreas (Kato et al.,
1985), saco vitelino visceral (Soprano et al., 1986), placenta (McKinnon et al., 2005),
intestino (Loughna et al., 1995) e em pequena escala no estbmago, coragdo, musculo e
baco (Soprano et al., 1985).

E uma proteina que possui duas funcBes principais: transporta a tiroxina (Andrea et al.,
1980) e a vitamina A (retinol) através da proteina de ligacéo ao retinol (RBP) (Kanai et al.,
1968). Os niveis elevados de conservacdo desta proteina, entre os mamiferos e outros

vertebrados, sdo indicativos da sua importancia a nivel bioldgico (Richardson, 2009).

Sd0 conhecidas mais de 100 mutagdes associadas a TTR com propriedades
amiloidogénicas. A primeira mutacdo descrita foi associada a polineuropatia amiloidotica
familiar (PAF) e foi identificada em 1952, por Corino de Andrade (Andrade, 1952); € uma
patologia neurodegenerativa fatal e caracterizada pela deposicao de fibras de TTR mutada
principalmente no sistema nervoso periférico e autbnomo (Coimbra e Andrade, 1971). A
sintomatologia inclui disfuncdo do sistema nervoso sensorial e autbnomo bem como dos

sistemas urogenital, gastrointestinal e cardiaco.

Apesar de existirem referéncias a expressdo de TTR no sistema gastrointestinal,
desconhece-se a contribuicdo da producdo desta proteina para a etiopatologia de PAF, em

particular no que se refere as perturbacdes gastrointestinais observadas nesta doenca.

Neste &mbito os principais objectivos do presente trabalho foram: (i) avaliar a expresséo de
transtirretina ao longo do tracto gastrointestinal — es6fago, estbmago, duodeno, célon e

também da bexiga, de murganhos com cerca de 3 trés meses de idade e (ii) identificar
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quais os locais, principalmente no estbmago e intestino, onde ocorre a expressdo da

proteina.
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1 — Transtirretina

A proteina plasmatica transtirretina (TTR) foi inicialmente designada de prealbumina
devido ao facto de migrar electroforeticamente antes da albumina. Foi descoberta em 1942
no plasma (Seibert e Nelson, 1942) e liquido cefaloraquidiano (LCR) (Kabat et al., 1942)
humano. O nome desta proteina resulta da sua dupla funcdo fisiolégica como
transportadora de tiroxina (Andrea et al., 1980) e de retinol (Vitamina A) (Kanai et al.,
1968), através da proteina de ligagdo ao Retinol (RBP) (Raz et al., 1970).

I - Estrutura do gene da transtirretina e a sua regulacéo

O gene da TTR esté localizado no cromossoma 18, mais especificamente no 18g11.2-q12.1
(Whitehead et al., 1984) e a proteina é codificada por uma simples copia genética (Tsuzuki
et al., 1985). O gene é composto por 6,9 kilobases (kb) e consiste em 4 exdes (E1 a E4),
cada um com cerca de 200 pares de bases (pb), 3 intrdes (11 a 13), uma sequéncia TATA
box na posicao de -30 a -24 pb seguida de uma regido rica em GC de aproximadamente 20
pb, uma sequéncia CAAT box na posicdo -101 a -96 pb. O sinal de poliadenilacdo
(AATAAA) encontra-se a 123 pb a jusante da regido codificante (Sasaki et al., 1985). Os
intrGes 11 e 13 contém dois quadros de leitura independentes (ORFs), contudo a sua fungéo
é ainda desconhecida (Tsuzuki et al., 1985). Foi sugerido que estes ORFs podiam ser
responsaveis pela expressdo de uma sequéncia reguladora. Mais tarde foi demonstrado que
estes ORFs correspondem a transcritos de TTR, que ndo foram sujeitos a splicing ou foram
sujeitos a um splicing incompleto e que por isso Ndo sdo expressos nem como parte de um

polipéptido ou independentemente (Soares et al., 2003).

Estdo identificados dois locais principais de regulagdo no gene da TTR: uma sequéncia
promotora proximal de -50 a -150 pb e um enhancer distal localizado entre 1,6 e 2,5 kb a
montante da regido codificante (Costa et al., 1986). As mesmas sequéncias reguladoras

estdo presentes no gene humano.

O cDNA de TTR no murganho apresenta 82% de homologia com o cDNA humano e 90%
com o de rato. A sequéncia de aminoacidos apresenta ainda maior homologia: 91% com o

humano e 96% com a sequéncia de rato (Costa et al., 1986).
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De um ponto de vista filogenético verifica-se que esta proteina é extremamente
conservada. O gene da TTR esta expresso nos peixes (Santos et al., 1999), anfibios, répteis,
passaros e ancestrais dos actuais mamiferos (Richardson et al., 1994).

Ii - Expressdo de TTR

A TTR € expressa principalmente pelos hepatdcitos do figado (Murakami et al., 1987) e
secretada para o sangue, atingindo niveis plasmaticos entre os 170 e 420 mg/L (Vatassery
et al., 1991). A concentracdo plasmaética de TTR é dependente da idade, os recém nascidos
saudaveis apresentam metade da concentracdo encontrada nos adultos (Vahlquist et al.,
1975) e apds os 50 anos verifica-se uma diminuicao dos niveis desta proteina (Ingenbleek
et al., 1979). O figado é responsavel pela producdo de cerca de 90% da TTR presente no
sangue. Adicionalmente, a TTR é também, activamente, sintetizada pelas células epiteliais
do plexo cordide e secretada, de forma unidireccional, para o liquido cefaloraquidiano
(Aleshire et al., 1983). Esta sintese representa cerca de 20% do total da proteina no LCR
(Dickson et al., 1986). O plexo coroide apresenta os niveis mais elevados de RNA
mensageiro, cerca de 4,4 ug de mRNA por grama de peso corporal comparativamente aos

niveis expressos pelo figado, 0,30 pg/g (Schreiber et al., 1990).

Nos mamiferos, o gene da TTR é também expresso nas meninges cerebrais (Herbert et al.,
1986); nos ilhéus de Langerhans do pancreas (Kato et al., 1985); nas células do epitélio da
retina do olho (Martone et al., 1988); no saco vitelino visceral (Soprano et al., 1986); na
placenta (McKinnon et al., 2005); glandula pineal (Martone et al., 1993) e em menores

quantidades no estdmago, coracao, musculo esquelético e baco (Soprano et al., 1985).

iii - Estruturada TTR

A estrutura da TTR foi determinada por cristalografia de raios X em 1974 (Blake et al.,
1974). E uma proteina tetramerica constituida por quatro monémeros idénticos distribuidos
em torno de um canal central. A massa molecular da proteina € 55 KDa, sendo que cada
monomero tem de massa molecular 14KDa (Soprano et al., 1985) e é constituido por 127

aminoéacidos (Kanda et al., 1974).
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Em 1978 foi determinada, por difraccdo de raio X, a estrutura secundéria e terciéria de
cada monomero (Blake et al., 1978). Verifica-se que 55% dos aminoacidos de cada
mondmero estdo associados a formacdo de estruturas do tipo de folha R e 5% estdo
localizados no segmento de hélice a. Cada mondémero ¢é constituido por 8 cadeias 3 que

dao origem a duas folhas de quatro cadeias cada (Blake et al., 1978).

Da associagdo de dois mondmeros resulta um dimero formado por ligagfes de hidrogénio
entre as cadeias F e H de duas folhas R, de cada mondmero. Os dois dimeros associam-se
originando um tetramero, por interac¢des do tipo dimero-dimero entre os dois loops no

topo de cada cadeia (Figura 1).

Figura 1: Representacdo da estrutura quaternaria da molécula de TTR (subunidade A — cor
azul; subunidade B - cor verde; subunidade C — cor amarela; subunidade D — cor
vermelha). Adaptado de (Foss et al., 2005).

A formagdo especifica deste tetrdmero conduz a existéncia de um canal central,
hidrofobico, que atravessa a molécula (Blake et al., 1978; Nilsson e Peterson, 1971), onde

ocorre a ligacdo das hormonas da tiroide.
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iv - Funcdes fisioldgicas da TTR

A TTR tem duas fungdes principais, transporta a tiroxina — T4 (3,5,3”,5” — tetraiodo-L-
tiroxina) (Andrea et al., 1980) e a vitamina A (retinol), através da proteina de ligacéo ao
Retinol (RBP) (Kanai et al., 1968).

Transporte das hormonas da tirdide

E hoje reconhecida a enorme importancia que as hormonas da tir6ide tém sobre o
crescimento, desenvolvimento, metabolismo, fertilidade, sistema cardiovascular e

homeostasia do sistema nervoso central (Hulbert, 2000).

A glandula da tirdide sintetiza tiroxina (T,), que sofre deionizacao, nos tecidos alvo, dando
origem a forma biologicamente activa desta hormona, a triiodotironina (T3) (K6hrle, 1994).
No homem, apds ser secretada, a hormona circula associada a trés proteinas plasmaticas:
transtirretina (TTR), globulina de ligacdo a tiroxina e albumina (TBG) (Robbins, 1991).
Embora a TBG seja a proteina plasmética que existe em maior quantidade nos humanos, a
TTR é a maior transportadora de tiroxina no plasma de roedores e no LCR quer de
roedores quer de humanos. Em humanos, a TTR é responsavel pelo transporte de 15% de
T4 no plasma e 80% no LCR (Robbins, 1991).

A TTR apresenta, no canal central de caracter hidrofébico, dois locais de ligagdo paraa T,
(Nilsson e Peterson, 1971; Blake et al., 1978). Contudo, ap6s ligacdo de uma molécula de
T,, a afinidade da TTR para a segunda molécula reduz-se drasticamente, fazendo com que
cada tetramero de TTR apenas transporte uma molécula de T4 (Robbins, 1991). Verifica-se
também que devido a elevada afinidade para a T4, @ TTR ndo liga & T3 (Andrea et al.,
1980). Para além da funcdo de transporte, esta proteina parece mediar a transferéncia da
tiroxina sérica, para os tecidos alvo, principalmente no cérebro, através das barreiras
sangue-cérebro e sangue-plexo cordide (Schreiber et al., 1990; Hagen e Solberg, 1974)
(Figura 2).
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Figura 2: Representacdo do complexo TTR — tiroxina, Adaptado de (Hamilton e Benson,
2001).

Contudo, embora os murganhos deficientes para TTR (TTR KO) apresentem diminuigéo
dos niveis de retinol e tiroxina, apresentam um fen6tipo normal; a auséncia de TTR ndo
impede o transporte de tiroxina até ao cérebro (Palha et al., 1997) bem como ndo provoca
sinais de hipotiroidismo, nem mesmo no parénquima cerebral (Palha et al., 2000),
sugerindo a existéncia de um mecanismo compensatério no metabolismo e transporte de

tiroxina que ocorreréd na auséncia de TTR.

Transporte de Retinol

O retinol, também designado de vitamina A, é um micronutriente essencial envolvido em
inimeras funcdes fisioldgicas, nomeadamente, diferenciacdo celular, reproducéo, visdo e
desenvolvimento. A TTR é a proteina transportadora de retinol no plasma, através da
proteina de ligacdo ao retinol (RBP) (Kanai et al., 1968). O RBP é uma proteina
monomérica de massa molecular de 21 kDa e consiste numa sequéncia de 182 aminoéacidos
(Rask et al., 1979). A ligacdo do RBP a TTR aumenta a estabilidade do complexo
(Goodman, 1984) e reduz os niveis de filtracdo glomerular da proteina, de baixo peso
molecular, nos rins (Noy et al., 1992) (Figura 3). O RBP previne a oxidacao do retinol e a

sua insolubilidade no plasma.
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Figura 3: Representacdo do complexo TTR — RBP. O tetramero de TTR (cinzento) com o
residuo 84 a amarelo e as duas moléculas de ligacdo (vermelho) e o retinol (preto).
Adaptado de (Hamilton e Benson, 2001).

A concentracdo de RBP no plasma humano é de cerca de 2 uM (Goodman, 1984) enquanto
que a de TTR € de cerca de 45 uM (Ingenbleek et al., 1994) e o complexo
TTR:RBP:Retinol esta presente no plasma na razéo de 1:1:1 (Blaner, 1989).

Outras funcdes da TTR

Recentemente tém sido descritas outras funcdes importantes da TTR ao nivel do sistema
nervoso central. Verificou-se que, em animais TTR KO, ocorre um aumento da actividade
exploratoria e reducdo de sinais depressivos provavelmente explicados por uma modulacéo
do sistema noradrenérgico (Sousa et al., 2004). A TTR estd também envolvida na
manutencdo dos processos cognitivos durante o envelhecimento por actuacdo na via de
sinalizacdo do retinol (Brouillette et al., 2008). Foi também reportado que estes animais
apresentam niveis de neuropéptido Y superiores aos animais normais, sendo este um
neuropéptido com propriedades antidepressivas (Nunes et al., 2006). A TTR tem também
um papel importante no processo de regeneracdo do nervo periférico, in vivo, apos lesdo
(Fleming et al., 2007).

Outra funcdo descrita da TTR é a capacidade de modular a agregacdo do péptido R-
amiloide (AR), formando complexos estdveis com o AR o que previne a formagédo de

amildide (Schwarzman et al., 1994). Para além disso, 0s niveis plasmaticos de TTR estdo

9
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significativamente diminuidos em doentes com Alzheimer (Riisgen, 1988; Serot et al.,
1997)

A TTR associa-se a lipoproteinas, nomeadamente lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
e de elevada densidade (HDL) (Tanaka et al., 1994) e encontra-se também associada a
apoliproteina Al (apo Al). Estas observacdes sugerem uma relacdo entre a TTR e a

biologia das lipoproteinas (Sousa et al., 2000).

Para além das funcOes acima descritas, a TTR estd directamente envolvida nas fases de
resposta ao stress (Bernstein et al., 1989) e em condic¢Ges agudas de stress (Ingenbleek et
al., 1994). Durante as fases de desnutricdo ocorre uma diminui¢do dos niveis de TTR
(Ingenbleek et al., 2002). O mesmo acontece durante os processos inflamatorios onde se
verifica que os niveis de TTR mRNA no figado decrescem (Qian et al., 1995).

Outros estudos mostram a importancia do papel da TTR nos processos imunoldgicos
(Burton et al., 1985). A TTR ¢é capaz de inibir a secrecdo de interleucina | (Borish et al.,
1992) bem como estabelecer ligagdes com produtos de oxidacdo da norepinefrina
(Boomsma et al., 1991), com o &acido retindico (Smith et al., 1994) flavonoides presentes
nas plantas (Lueprasitsakul et al., 1990); contudo a importancia destas liga¢fes ndo € ainda

conhecida.

v - Metabolismoda TTR

Em humanos a renovacéo total de TTR é de cerca de 250-300 mg/m?/dia (Vahlquist et al.,
1973). O tempo médio de vida desta proteina € de 2 a 3 dias no ser humano (Vahlquist et
al., 1973; Socolow et al., 1965) e cerca de 29 horas em ratos (Dickson et al., 1982). No
rato, os principais locais de degradacdo de TTR (proveniente do figado e do LCR) sdo o
figado (36-38%), 0 musculo (12-15%) e a pele (8-10%). Os rins, tecido adiposo, testiculos
e tracto gastrointestinal sdo responsaveis pela degradacdo de cerca de 1-8% de TTR.
Menos de 1% desta proteina € degradada noutros tecidos (Makover et al., 1988).

O mecanismo que conduz & internalizacdo e degradacdo de TTR ainda ndo é conhecido.
Alguns estudos indicam a existéncia de um receptor responsavel por mediar o transporte de
TTR para 0 meio intracelular (Divino e Schussler, 1990; Vieira et al., 1995). O receptor
designado de megalina, pertencente a familia de receptores das lipoproteinas de baixa
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densidade esté associado a internalizagdo de TTR no rim, prevenindo a sua filtracdo a nivel
glomerular (Sousa et al., 2000). A internalizacdo de TTR ao nivel das células do figado
estd provavelmente associada ao metabolismo das lipoproteinas, e parece ser mediada por

um receptor, ainda ndo identificado, sensivel para a proteina RAP (Sousa et al., 2001).

vi - Variantesda TTR

Até agora sdo conhecidas mais de 100 variantes de TTR com propriedades
amiloidogénicas (http:amyloidosismutations.com). H& excep¢do de uma variante que
resulta de uma delecdo de um aminoécido na posicdo 122, todas a outras resultam de

mutacgdes pontuais na cadeia polipeptidica.

Sdo conhecidas inumeras mutacGes no gene de TTR sem qualquer manifestacdo clinica,
um exemplo desta situacdo é a mutacdo Gly6Ser presente em 12% da populacao
caucasiana podendo por isso ser considerada um polimorfismo (Jacobson et al., 1995).
Outras tém efeitos protectores como é o caso da mutacdo Thrl19Met, esta forma de TTR
apresenta um aumento da afinidade de ligacdo a T4 in vitro (Almeida et al., 1997) e uma

maior capacidade de resistir a formacao de amil6ide (McCutchen et al., 1995)

A maioria destas mutacdes conduz a situagfes de neuropatias periféricas mas também a
cardiomiopatias, sindrome do tanel carpico e vitreopatia. As mutacdes Leu55Pro e
Leul2Pro provocam quadros mais severos de doenca e aparecem mais precocemente. As
diferencas resultam, muito provavelmente, da instabilidade conformacional da proteina
mutada (Brett et al., 1999; Jacobson et al., 1992). Algumas mutacdes no gene da TTR
resultam num grupo heterogéneo de doencas designadas por amiloidoses hereditarias. Em
1952, Corino de Andrade identificou a primeira forma destas doencas e designou-a de
polineurapatia amiloidotica familiar (PAF) (Andrade, 1952). PAF é uma doenca
neurodegenerativa fatal caracterizada pela deposicao extracelular de fibras de TTR mutada
principalmente nos nervos e ganglios do sistema nervoso periférico e autbnomo (Coimbra
e Andrade 1971). A forma mais comum de PAF (nos doentes portugueses) resulta da
substituicdo de uma valina por uma metionina na posi¢do 30 do gene da TTR (Val30Met)
(Saraiva et al., 1984). Na regido de Portugal onde a doenca € mais comum a frequéncia
desta mutacdo esta estimada em 1 para 625 (Alves et al., 1997). Para alem do norte de

Portugal, existem outros locais do mundo onde surgem doentes com PAF, com a mutagao
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Val30Met, nomeadamente no Norte da Suécia, Japdo e Maiorca (Andersson, 1970; Ando
et al., 2000; Munar-Queés et al., 1988).

De salientar também, que em alguns casos, quando surge uma mutagédo patogénica e outra
ndo patogénica, esta ultima parece ter um efeito protector contra o desenvolvimento de
PAF (Coelho et al., 1996). E de notar também que a TTR normal tem pouca tendéncia a
depositar-se sobre a forma de fibras de amildide e a acontecer ocorre, preferencialmente,
no coracdo numa patologia designada de amiloidose sistémica senil em doentes muito
idosos (Westermark et al., 1990).

Alguns estudos apontam no sentido do potencial amiloidogénico da TTR resultar das
fracas interacgbes entre as subunidades desta proteina. O tetramero de TTR, na forma
mutada, € pouco estavel, ocorrendo a dissociagdo do mesmo em mondémeros com elevada
tendéncia para se agregarem, originando assim fibras de amildide insollveis (Quintas et
al., 2001).

In vivo, a formacdo de amildide parece depender de outros factores para além do potencial
amiloidogénico da proteina (Cardoso et al., 2008). Os depoésitos de amildide ndo s&o
constituidos apenas por mondémeros de TTR mas também por outros componentes,
nomeadamente: (i) componente amildide P sérico (Pepys, 1988) (ii) glicosaminoglicanos
sulfonados (Snow et al., 1987) (iii) apolipoproteina E (Gallo et al., 1994) e J (Choi-Miura
et al., 1992); (iv) al-antiquimiotripsina (Abraham et al., 1988); (v) componentes da
membrana — fibronectina, laminina e colagéneo tipo IV (Scott et al., 1983); (vi) proteinas

complementares (Rogers et al., 1992) e (vii) iGes metalicos (Bush et al., 1994).

Os depdsitos de amildide podem ser facilmente identificados por coloracdo de vermelho de
Congo, observados com luz polarizada. A existéncia de depdsitos provoca birrrefringéncia
de cor verde (figura 4). A acumulacdo de fibras de amildide nos tecidos provoca danos

estruturais e funcionais nos mesmos.
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Figura 4: Deposicdo de TTR no nervo periféerico de um doente PAF. (A)
Imunohistoquimica para TTR. (B) Coloracdo de Congo red. Adaptado de (Sousa et al.,
2001).

Sintomatologia de PAF

Os sintomas clinicos de PAF surgem na terceira/quarta década de vida do individuo. Os
sintomas iniciais estdo associados a uma disfuncdo do sistema nervoso sensorial e
autonomo e incluem a perda de sensacdo de dor e de temperatura nas extremidades
corporais. E uma doenca que afecta sobretudo o sistema nervoso periférico (Sousa e
Saraiva, 2003) mas também os sistemas urogenital, gastrointestinal e coracgéo.

No sistema urogenital surgem sintomas de disfuncédo eréctil e do sistema excretor, que se
traduzem por uma urgéncia em urinar e a0 mesmo tempo em dificuldade na mic¢do. O
mecanismo responsavel por esta disfuncdo do sistema excretor parece envolver 0s nervos
aferentes somaticos e pos-ganglionares colinérgicos (Ito et al., 2006). Com o evoluir da
doenca surgem também sintomas de disfuncéo renal (Ando et al., 1993).

O sistema gastrointestinal é extremamente afectado em PAF. As fibras de amildide surgem
em torno dos plexos mientéricos em muito maior quantidade do que em outro tipo de
amiloidose (Yoshimatsu et al., 1998). No eso6fago ocorre uma diminuicdo dos movimentos
peristalticos e um relaxamento anormal do esfincter esofag ico inferior (Bjerle et al., 1993).
Foi também reportado que doentes com PAF apresentam um numero reduzido de células
enddcrinas que secretam serotonina, colecistoquinina, gastrina e secretina, no duodeno, o
que pode provocar uma desregulacdo neuro-endocrina responsavel pela diminuicdo da

motilidade intestinal (EI-Salhy et al., 1994). As perturbacdes no transito intestinal sdo
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muito comuns, tanto a diarreia como a obstipacdo podem surgir em alternancia no mesmo
paciente. A diarreia parece resultar de um crescimento bacteriano excessivo associado a
reducdo da motilidade (Feurle, 1987) e a reducdo da absorcéo dos &cidos biliares (Suhr et
al., 1992). A obstipacdo parece estar associada ao fendmeno de neuropatia entérica (Ito et
al., 2006) bem como a uma diminuicdo do nimero de células enddcrinas no intestino

grosso, tal como j& tinha sido proposto para o intestino delgado (El-Salhy e Suhr, 1996).

Até a0 momento o Unico tratamento para a PAF passa pelo transplante de figado que
elimina a producdo de TTR mutada no figado e reduz drasticamente 0s seus niveis no
plasma dos doentes (Holmgren et al., 1991). Apo6s o transplante ocorre uma melhoria
clinica muito significativa na fungdo autonoma, bem como ao nivel dos sintomas
gastrointestinais. O transplante deve ser realizado o mais cedo possivel apds o inicio dos

primeiros sintomas clinicos, se possivel logo no primeiro ano (Holmgren et al., 1991).

2 - Sistema Gastrointestinal do murganho

O sistema gastrointestinal do murganho é similar ao dos restantes mamiferos, a excepcao
dos ruminantes, e consiste no eséfago, estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco, célon e

recto.

O estdbmago encontra-se dividido em duas areas distintas, uma zona glandular e outra nao

glandular. (Figura 5).
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Figura 5: Histologia do estdmago. A — Zona glandular, B — Zona néo glandular.

Todo o aparelho gastrointestinal, desde o estbmago ao cdlon, possui inimeras células
enddcrinas. As células enteroenddcrinas, constituem cerca de 1% das células epiteliais
presentes neste sistema e encontram-se rodeadas pelas células parietais, células principais e
células produtoras de muco no estdmago. Ao nivel do intestino, para além das células
enteroenddcrinas existem também células de goblet, enterdcitos e células de Paneth (May e
Kaestner, 2010) (Figura 6).

Estdbmago Intestino

i Enterdcitos
@ Células produtoras de muco

. Células Principais Células de Goblet

Células Endécrinas
@ cCélulas enddcrinas
Células Estaminais

@ Células Parietais

© 4006

Células de Paneth

Figura 6: llustracdo dos principais tipos de celulas presentes no epitélio gastrointestinal.
Adaptado de (May e Kaestner, 2010).
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Existem, pelo menos, 15 tipos diferentes de células enteroenddcrinas classificadas de
acordo com o tipo de produtos hormonais e da ultraestrutura dos granulos secretores (Rindi
et al., 2004). Cada célula enteroenddcrina pode secretar uma ou mais hormonas bem como
substancias semelhantes a hormonas, directamente para a lamina prépria do orgdo em
questdo e ser difundida até aos capilares. Essas hormonas incluem a gastrina, histamina,
serotonina, colecistoquina, somatostatina e péptidos semelhantes ao glucagon (Rindi et al.,
2004). Embora estas células estejam presentes em pequena quantidade regulam a digestéo,

a motilidade intestinal, o apetite e 0 metabolismo (May e Kaestner, 2010).
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Capitulo Il — Métodos
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1- Animais

Foram utilizados murganhos de background genético Sv129 e murganhos knockout para a
TTR (Episkopou et al., 1993). Toda a manipulacdo animal decorreu de acordo com as
directrizes e regras estipuladas pela Unido Nacional e Europeia para os cuidados e
manipulacdo de animais de laboratorio (Directiva 2010/63/EU). Os animais foram
instalados em gaiolas apropriadas, com uma temperatura ambiente constante (22°C) e um
fotoperiodo de 12h de luz/ 12h de auséncia de luz. A agua e racdo foram disponibilizadas
ad libitium. Toda a manipulagédo animal decorreu de forma a minimizar a dor e stress dos

animais envolvidos na experiéncia bem como o niumero de animais utilizados.

A recolha de tecidos ocorreu ap6s 0s animais serem anestesiados com uma mistura de

1mg/Kg de medetomidina (Sededorm) e 75 mg/Kg de ketamina (Clorketam 100).

Foram recolhidos os seguintes 6rgdos: eso6fago, estbmago, duodeno, célon, figado, cérebro
e bexiga. Metade de cada 6rgao foi imediatamente fixado em formalina neutra tamponada
e, posteriormente, os tecidos foram processados e incluidos em parafina. Apos inclusdo os
tecidos foram cortados em seccdes de 5 pm. A outra metade foi, imediatamente, congelada

em gelo seco e mantida a -80°C até ser usado.

2 - Extraccado de RNA total e sintese de cDNA

O RNA (acido ribonucleico) total foi extraido de cada 6rgdo, apds homogeneizacdo, com
Reagente TRIzol (Invitrogen) de acordo com as instrucGes do fabricante. Foram usados
dois sistemas de homogeneizagdo: manual e com ultra turax (modelo VDI12; VWR). A
avaliacdo quantitativa e qualitativa do RNA extraido foi realizada por espectrometria

(Nanodrop), e por electroforese em gel de agarose com brometo de etideo (Sigma).

A sintese de cDNA foi feita a partir de 1 ug de RNA total de cada uma das amostras. A
esta quantidade de RNA foram adicionados 50 ng/ ul de Random hexameros (Invitrogen),
10 mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e agua ate perfazer um volume de reac¢éo
de 10 pl. As amostras foram incubadas a 65°C, durante 5 minutos para ocorrer
desnaturacdo. De seguida foram colocadas sobre o gelo durante 1 minuto para manter a
desnaturacdo das cadeias de RNA. Apds, arrefecimento, foi adicionado, a cada volume de
reaccdo: 10X RT buffer (Invitrogen), 25 mM de MgCl, (Fermentas), 0,1M DTT
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(invitrogen) e 40 U/ pl de RnaseOUT (invitrogen). Procedeu-se a uma incubacdo a 25°C
durante 2 minutos e adicionou-se a cada tubo 50U de Superscripst Il (Invitrogen).
Procedeu-se a trés ciclos de incubacgdo: no primeiro as amostras foram mantidas a 25°C
durante 10 minutos, no segundo foram mantidas a 42°C durante 50 minutos, durante estes
dois ciclos ocorreu sintese de cDNA,; no terceiro ciclo, as amostras, foram mantidas a 70°C
durante 15 minutos, ocorrendo assim a reaccdo de terminacdo. Apds o ultimo ciclo
procedeu-se ao arrefecimento em gelo. Adicionou-se ainda, a cada tubo, 2U de RNase H
(New England Biolabs) e fez-se um dltimo ciclo de aquecimento a 37°C durante 20
minutos, para remover todo 0 RNA ndo convertido em cDNA. Apds arrefecimento, as

amostras foram conservadas a -80°C.

3 - Reaccdo em cadeia da Polimerase (PCR) de cDNA

As sequéncias de primers utilizadas foram desenhadas pelo Laboratério e so as seguintes:
gene de estudo — mTTR 5’CCTTTGCCTCGCTGGACTGGTAT 3’ (sequéncia sense) e 5’
AATTCTGGGGGTTGCTGACGACA 3’ (sequéncia antisense); gene de referéncia —
HPRT (Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase) 5’
GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC 3 (sequéncia sense) e 5
CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA 3 ’(sequéncia antisense). O gene de estudo
conduz a uma banda de 419 e o de referéncia a uma banda de 177 pares de bases. Para um
volume de reac¢do de 50 ul por amostra foram utilizados: 3 pl de cDNA; 5 ul de 10X Tag
Buffer (Fermentas); 3 ul de Mgcl, a 25 mM (Fermentas); 1 ul de dNTPs a 10mM
(Fermentas); 1 ul de cada um dos primers a concentracdo de 10 OD; 0,25 ul de Taq

Polimerase (Fermentas). O volume foi completado com agua estéril.

A reaccdo de amplificacdo ocorreu num termociclador (STRATAGENE): desnaturagédo
inicial a 95°C durante 5 min; 40 ciclos onde ocorreu uma desnaturacao a 95°C durante 30 s,
um emparelhamento a 55°C durante 1 min e uma extensdo a 72°C durante 1min e 30 s (por

ciclo) e finalmente uma extensao final a 72°C durante 6 min.

Apos adicdo de loading buffer a cada amostra foi realizada uma electroforese em gel de
agarose a 2% com brometo de etideo (Sigma).
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4 - PCR em Tempo Real

Os primers utilizados foram desenhados usando o software Beacon: gene de estudo -
mTTR  5-AGCCCTTTGCCTCTGGGAAGAC-3  (sequéncia sense) e 5°-
TGCGATGGTGTAGTGGCGATGG-3’ (sequéncia antisense); gene de referéncia — 18S
5’- AAATCAGTTATGGTTCCTTTGGTC-3’ (sequéncia sense) e 5’-
GCTCTAGAATTACCACAGTTATCCAA-3’ (sequéncia antisense).

Os primers sense e antisense emparelhnam em diferentes ex6es. O PCR em tempo real foi
executado num termociclador 1Q5 (Bio-Rad Laboratories, Hercules. CA, USA). Para um
volume final de reaccdo de 20 pl adicionou-se 10 pl de SYBR Green master mix (Bio-
Rad); 0,25 pl de cada primer de mTTR a 20 mM e 0,30 pl de cada primer de 18S a 10mM,;
1 ul de cada amostra de cDNA diluida num factor de 1:10 e agua estéril. As condi¢des
estabelecidas para o PCR foram: desnaturacdo inicial a 95°C durante 10 segundos, seguido
de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos e de 20 segundos a 60°C (temperatura de
hibridagdo). A medicdo do produto fluorescente ocorreu num Unico modo de aquisi¢do a
72°C apds cada ciclo.

As curvas de calibracdo, do gene de estudo e do gene de referéncia, foram efectuadas
usando um conjunto de dilui¢bes seriadas de factor 1:4, em triplicado. Foram aceites 0s
valores de eficiéncia compreendidos entre 90% e 105%. Os controlos negativos (onde se
substituiu cDNA por agua estéril) foram feitos para cada conjunto de reaccGes. Procedeu-
se a quantificacdo da expressdo do gene de mTTR pelo método de AC+ (threshold cycle)
usando um gene de referéncia. Os resultados foram apresentados em unidades arbitrarias e
correspondem a média + desvio padrdo. Os grupos de orgdos em estudo foram comparados
através da utilizacdo do teste t Student’s. Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes quando *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001.

5 - Imunohistoquimica

As seccOes dos diferentes tecidos recolhidos foram analisados quanto a expressao de TTR
utilizando para isso um anticorpo produzido em coelho contra TTR recombinante de
ratinho — mTTR - (1:1500; Q-Biogen, llkirch Cedex, France) e também quanto a expressao
de cromogranina A (1:400; Abcam, Cambridge, UK). As sec¢des dos tecidos dos animais

TTR KO (TTR -/-) funcionaram como controlos negativos de toda a anélise histoquimica.
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Os procedimentos para a imunohistoquimica envolveram a desparafinizacdo de cerca de 30
min em Histoclear (National Diagnostics); hidratacdo dos tecidos, a partir de uma série
decrescente de alcoois (100% - 90% - 80% -70%, as l&minas permaneceram 10 min em
cada alcool); apds hidratacdo os tecidos foram imersos em tampéo fosfato a pH 7.5 (PBS).
A actividade da peroxidase endogena foi bloqueada com uma solucéo de 3% de H,O, em
PBS. De seguida procedeu-se & incubacdo dos tecidos com um tampdo de bloqueio
contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA) e 4% de soro fetal bovino (FBS) em PBS,
durante 1h a temperatura ambiente. O anticorpo primario foi diluido no mesmo tampéo de
bloqueio e a incubacdo ocorreu durante toda a noite a 4°C. Apos lavagens em PBS,
procedeu-se a incubacdo das laminas com o anticorpo secundario — anti-coelho IgG
(Sigma, St Louis, MO, USA) 1h a temperatura ambiente e posteriormente, com
Extravidina peroxidade (Sigma) nas mesmas condi¢cdes. Como substrato de cor foi
utilizada a diaminobenzidina (DAB — Sigma) e como contrastante nuclear uma solucéo de
hematoxilina modificada segundo Gill Il (Merck). Apo6s lavagem em &agua corrente,
procedeu-se a desidratacdo dos tecidos, a partir de uma série crescente de alcoois (70% -
80% - 90% - 100%). De seguida, as laminas foram colocadas novamente em histoclear
durante cerca de 30 min e, finalmente foram montadas utilizando para isso meio de

montagem ndo aquoso — Entellan (Merck).

Para a técnica de imunofluorescéncia foram utilizadas sec¢des dos tecidos dos animais em
estudo e estbmago humano (cedido pelo Laboratério de Histologia do Centro de
Investigacdo em Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior). Procedeu-se a uma
dupla marcacdo destas seccOes utilizando os seguintes conjuntos de anticorpos: anti-
mTTR (1:1500) com anti-Somatostatina (1:50; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) ou com anti-Beta ATPase de hidrogénio e potassio (1:50; Abcam, Cambridge, UK).
No tecido humano apenas se realizou uma dupla marcacdo com um anticorpo anti
prealbumina humana (1. 200; Dako, Denmark) e o anticorpo anti-Somatostanina ja
referido. Os anticorpos secundarios incluem: (i) um anticorpo anti-coelho 488; (ii) um
anticorpo anti-murganho 594 e (iii) um anticorpo anti-cabra 568 e foram utilizados numa
diluicdo de 1:500. O procedimento experimental envolveu a desparafinizagdo; hidratagcéo
dos tecidos; incubacdo com o tampéo de bloqueio e posterior incubagcdo com os anticorpos
primarios, durante toda a noite a 4°C (procedimentos idénticos aos realizados para

imunohistoquimica). Os anticorpos secundarios foram incubados durante 2h a temperatura
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ambiente. De seguida procedeu-se a montagem das laminas em meio de montagem para
fluorescéncia — Vectashield (Vector laboratories, Inc, Burlingame). As laminas de tecido
de ratinho foram observadas com um microscépio de fluorescéncia Axiolmager Z1 (Carl
Zeiss, Germany) enguanto as laminas de tecido humano foram observadas com um
microscopio confocal Leica SP2 AOBS SE (Leica Microsystems, Germany), as imagens

forma analisados com os programas associados a cada microscopio.
6 - Hibridizacgao in situ

Para a hibridizacéo in situ foram utilizadas laminas contendo tecido incluido em parafina.
Todo o processamento, manuseamento e corte dos tecidos decorreu de forma a minimizar
possiveis contaminacGes com RNA. Foram utilizados seccbes de cérebro contendo plexo
cordide, que serviram de controlo positivo, e seccbes de estbmago, todos os tecidos eram
provenientes de animais com TTR enddgena (TTR+/+).

A deteccdo do RNA mensageiro (MRNA) de TTR foi realizada pelo método da
digoxigenina (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, USA). As sondas de
mTTR foram transcritas a partir de um plasmideo PGEM-4 (Promega) contendo o cDNA
completo de mTTR. A sonda antisense foi transcrita a partir do promotor SP6 apds
linearizacdo do plasmideo com a enzima de restricdo Hind 11l (New England) e a sonda
sense a partir do promotor T3 apos linearizacdo do plasmideo com a enzima de restricdo

Sma | (New England).

Ap0s desparafinizacdo e hidratacdo dos tecidos (processos previamente descritos) os slides
foram tratados com uma solu¢do de HCI 0,2 M durante 10 min a temperatura ambiente, 50
pug/mL de proteinase K durante 10 min a 37°C, 0,2% de glicina durante 5 min, 4% de
paraformaldeido pH 7 durante 1 min e 1,33% de trietanolamina, 0,25% de anidrido acético
durante 10 min. Entre cada solucdo os slides foram imersos, duas vezes, em PBS tratado
com Dietilpirocarbonato (DEPC). A preé-hibridagéo ocorreu durante 4h a temperatura de
58°C no tampdo de hibridizacdo [10X cloreto de sodio, tampdo citrato de sédio (SSC),
50% formamida] e a hibridacdo ocorreu a 55°C durante toda a noite; foi utilizada uma
concentracdo de 2,5 ng/ ul de ribosondas. No dia seguintes as laminas foram imersas em
4X, 2X e 1X SSC, durante 10 min e tratados com 20 pg/mL de RNAse A durante 30 min a

37°C. De seguida foram colocados numa solucdo contendo 2xSSC e 50% de formamida
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durante 1h a 52°C. A deteccdo da hibridacdo ocorreu utilizando um anticorpo conjugado
com fosfatase alcalina anti digoxigenina (Roche) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Foram realizados 6 ensaios para optimizar as condic¢des de hibridacdo, fazendo
variar a temperatura de hibridacao entre os 55°C e 0s 60°C e também o tempo de exposicéo
a proteinase K, que variou entre 0s 10 min e os 30 min. O ensaio descrito foi o Gnico onde

ocorreu deteccédo de hibridagéo.
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Capitulo 111 — Resultados
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1- PCR de cDNA

Numa primeira fase, para determinar se a TTR é expressa no tracto gastrointestinal de
murganho, foi realizado um PCR para deteccdo de cDNA dos seguintes tecidos: colon,
estdmago, pancreas, bexiga, esofago, duodeno e figado. Os tecidos foram provenientes de

um murganho TTR +/+ de 3 meses de idade (figura 7).

1000 bp
750 bp | e
500 bp “ 3 mTTR
S — — —
250 bp
[ — S e - - HPRT
Cl Et Pc Bx Es Do Fg RT neg. Branco

Figura 7: PCR de cDNA de um aninal TTR+/+. Legenda: Cl — Célon; Et — Estdmago; Pc
— Pancreas; Bx: Bexiga; Es — Eso6fago; Do — Duodeno; Fg — Figado; RT neg. — Controlo
negativo do RT-PCR.

Verificou-se que a banda correspondente a mTTR estava presente no célon, estbmago e
bexiga com uma intensidade muito semelhante. Essa intensidade estava diminuida no
duodeno. O figado funcionou, neste PCR, como um controlo positivo uma vez que se sabe
ser um local de expressdo abundante de TTR. Néo se observou banda de TTR no eséfago.
A banda de HPRT (gene de referéncia) estava presente em todas as amostras. As bandas de
MTTR e HPRT ndo apareceram no pancreas, sendo este resultado inesperado sabendo que
0 pancreas é também um local de sintese de TTR. Este resultado pode ter ficado a dever-se
a fraca qualidade do mMRNA de péncreas, usado no RT-PCR e devido ao facto deste tecido

ser rico em nucleases.

Este resultado permitiu seleccionar os 6rgédos a utilizar nos procedimentos experimentais
seguintes, tendo sido escolhidos o estdmago, colon, duodeno e bexiga. O pancreas deixou

de ser usado como controlo positivo passando a ser o figado o controlo seleccionado.

2 - PCR em Tempo Real

Apoés analise qualitativa pretendeu-se avaliar de forma quantitativa e comparativa a
expressdo de TTR nos tecidos em estudo. Para este ensaio foi utilizado um grupo de 5

animais (3 fémeas e 2 machos) de 3-4 meses de idade.
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O primeiro ensaio realizado mostrou uma enorme variabilidade, na expressdo de TTR,
entre 0s animais, pelo que se tentou perceber o que poderia estar na base destas
observagdes. Os RNA extraidos tinham sido quantificados por espectrometria e a sua
qualidade avaliada através do parametro 260/280. Procedeu-se por isso a uma electroforese
em gel de agarose com brometo de etideo para determinar a qualidade do RNA que estava
a ser usado. O gel de agarose mostrou que 0os RNA extraidos estavam muito degradados,
ndo sendo possivel distinguir as bandas correspondes as subunidades ribossomais (Figura
8). Voltou-se, por isso, a extrair RNA, dos 6rgdos em estudo. Esta nova extrac¢do foi
realizada ap0s homogeneizacdo dos tecidos com um homogeneizador Ultra Turax que
permite uma homogeneiza¢do muito mais rapida do que o método usado na extraccéo das
amostras anteriores. Apos extraccdo, 0 RNA foi quantificado por espectrometria e a sua

integridade avaliada por electroforese em gel de agarose (Figura 8).

Extracdo Manual Extragdo com Ultra turax
. Al : 2

1500bp B 28S
1000 bp : . S s 13S

750 bp

500 bp

250bp - P—

Et CI Do Fg Fg Et Cl Do Bx

Figura 8: Integridade das amostras de RNA obtida a partir de dois sistemas diferentes de
homogeneizacdo. Legenda: Et — Estdbmago; Cl — Célon; Do — Duodeno; Fg — Figado e Bx

— Bexiga.

O PCR em tempo real foi repetido com as novas amostras de RNA. Em cada ensaio foi
realizada uma curva de calibracdo para o gene de estudo (MTTR) e gene de referéncia
(18S), os ensaios foram validados quando os valores de eficiéncia estavam compreendidos
entre 90 e 105% (Figura 9).
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Figura 9: Curvas de calibracdo para mTTR (A) e 18S (B).
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A especificidade da reaccédo foi confirmada através da curva de fusdo, que é um indicador
da temperatura de dissociacdo dos primers especificos para as sequéncias de mTTR e 18S
(Figura 10). Para cada amostra foram realizados triplicados e depois de analisados foram

descartados os valores de CT (treshold cycle) que diferissem entre si mais de 0,5 unidades.

~d(RFUYAT

L 1 111 111 | 1111 | 111 | 1111 111 11 1 |
55 60 65 7 ki 8 85 a a5
Temperature, Celsius

Figura 10: Exemplo de uma curva de fuséo para mTTR.

A expressdo de TTR foi determinada por aplicacdo do método de ACt e conduziu ao

seguinte resultado (Figura 11).
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Figado Estémago Célon Duodeno Bexiga
Orgios do Sistema Gastromntestinal

Figura 11: Expressdo normalizada de TTR no sistema gastrointestinal. Os dados
encontram-se em unidades arbitrarias e correspondem a média + desvio padrdo (***p<
0,001).
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O PCR em tempo real permitiu determinar a expressdo de TTR no estdmago do murganho,
embora esta expressao, tal como se esperava, seja muito inferior aos niveis encontrados no
figado. Nos restantes 6rgdos em estudo — colon, duodeno e bexiga, verificou-se que essa
expressao ou ndo existia ou era muito residual, ndo tendo por isso qualquer importancia

estatistica. Assim, 0s ensaios seguintes incidiram apenas sobre estémago e figado.

3 - Imunohistoquimica

Apds determinacdo quantitativa da expresséo de mRNA de TTR no estbmago do
murganho, pretendeu-se determinar se esta expressdo de mRNA correspondia a presenca
de proteina e no caso de ocorrer qual seria a localizacdo celular/histologica dessa sintese.

Para este efeito usaram-se técnicas de imunohistoquimica/imunofluorescéncia.

Na técnica de imunohistoquimica foi usado um anticorpo anti-TTR em laminas contendo
seccOes transversais de estbmago e pancreas. O pancreas foi utilizado como controlo
positivo por ser mais facil identificar, neste érgédo, os locais de sintese de TTR. O controlo
negativo correspondeu aos mesmos 0rgdos (estdbmago e pancreas) de um animal TTR-/-
(Figura 12).

2 0 o¥8 < i
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S

Figura 12: Imunohistoquimica para mTTR de (A) epitélio secretor do estbmago e (B)
ilhéus de Langerhans do pancreas. As setas indicam o local de imunoreactividade positiva
para TTR.
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A marcacdo de TTR, no animal TTR+/+, surge na zona glandular do estdmago do
murganho e parece coincidir com células muito especificas. Ndo é uma marcagdo muito
abundante o que vem de encontro aos resultados obtidos com o PCR em tempo real. O

animal TTR-/- ndo continha nenhuma marcacéo para TTR como esperado.

Com estes resultados surgiu a necessidade de identificar as células com reactividade para o
anticorpo anti-TTR. A morfologia das células positivas para TTR parecia indicar tratar-se
de celulas enddcrinas. Realizou-se por isso uma imunohistoquimica para cromogranina A,
marcador de células enteroenddcrinas, e TTR em Iaminas contendo sec¢des sucessivas do
mesmo 0Orgdo, contudo nada foi possivel concluir acerca da co-localizacdo entre as duas
proteinas. Para co-localizar dois antigénios numa mesma lamina optou-se pela técnica de

imunofluorescéncia, que o permite fazer de uma forma simples e eficaz.

Ndo foi possivel proceder a ensaios de imunofluorescéncia com o anticorpo de

cromogranina A e mTTR porque os anticorpos séo produzidos no mesmo animal.

4 - Imunofluorescéncia

O primeiro ensaio consistiu na localizacdo de mTTR e de Beta ATPase de hidrogénio e
potéssio. Este ultimo anticorpo permite identificar as células parietais do estébmago,
responsaveis pela producdo e secrecdo de acido cloridrico bem como de factor intrinseco.
N&o se verificou qualquer co-localizacdo a partir dos anticorpos utilizados (dados nédo

apresentados).

Num segundo ensaio procedeu-se a localizacdo de mTTR em células secretoras de
somatostatina, utilizando para isso 0 anticorpo anti-mTTR e 0 anticorpo anti-somatostatina
(Figura 13).
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Figura 13: Imunofluorescéncia para mTTR e somatostatina em (A) estdmago e (B)

pancreas.

Verificou-se a localizacdo de TTR nas células que secretam somatostatina no estdbmago.
Mais uma vez o pancreas funcionou como controlo positivo da técnica e verifica-se que
neste 6rgdo as células que sintetizam TTR sdo diferentes das que secretam somatostatina.
Foi utilizado um animal TTR-/- como controlo negativo tendo-se verificado que néo surgia

qualquer tipo de marcagéo para TTR (dados ndo apresentados).

Com estes resultados questionou-se a hipdtese da localizacdo de TTR nas células
secretoras de somatostatina ocorrer também no estdmago humano. Pelo que se repetiu a
imunofluorescéncia em laminas contendo tecido de estdmago humano, usando agora um
anticorpo anti-hTTR e o mesmo anticorpo anti-somatostatina (Figura 14). Foi possivel

verificar que também neste tecido ocorria co-localizacdo entre TTR e somatostatina.

Figura 14: Imunofluorescéncia para hTTR e somatostatina em estdbmago humano.

30



Expressdo de Transtirretina no Sistema Gastrointestinal do Murganho

5 - Hibridagéo in situ

O ultimo procedimento experimental consistiu huma hibridacdo in situ, para confirmar a
sintese de TTR em células secretoras de somatostatina. Esta técnica foi aplicada a laminas
contendo estdbmago e cérebro, com plexo cordide (como controlo positivo), incluidos em
parafina. Com esta técnica é possivel detectar a presenca de mRNA de TTR de murganho e

ao mesmo tempo identificar o local onde esse mMRNA se encontra (Figura 15).

-— )
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Figural5: Hibridacdo in situ com uma sonda anti-mTTR. (A) Plexo cordide hibridado com
sonda antisense (AS). (B) Ampliagcdo da imagem (A). (C) Plexo cordide hibridado com
sonda sense (SS). (D) Estébmago hibridado com sonda antisense (AS). (E) Estémago

hibridado com sonda sense (SS).

A sonda antisense € complementar ao mMRNA de TTR, existente no murganho, ocorrendo
emparelhamento das duas sequéncias. Esse emparelhamento é visivel na imagem A, onde
todo o plexo cordide aparece marcado, tal como era espectavel. A sonda sense tem a
mesma sequéncia do mRNA pelo que ndo ocorre emparelhamento, funciona por isso como
um controlo negativo de todo o processo (imagens C e E). Na imagem D seria de esperar
observar marcacdo, das células identificadas anteriormente, quando o slide foi incubado

com a sonda antisense, mas tal ndo se verificou.
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Capitulo IV — Discussao
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A primeira parte deste trabalho visava sobretudo avaliar a expressédo de TTR ao longo do
tracto gastrointestinal de murganhos com cerca de 3 meses de idade. Para isso foram
realizados dois tipos de procedimentos experimentais: PCR de cDNA e PCR em tempo

real.

A realizacdo do PCR de cDNA de murganho permitiu, de uma forma qualitativa,
determinar que, a excep¢do do esofago, todos os restantes Orgdos do sistema
gastrointestinal investigado apresentavam a banda de mTTR bem como a do gene de
referéncia. Sabendo que o figado é um dos maiores sintetizadores de TTR do organismo,
seria de esperar que a intensidade da banda de mTTR nos 6rgdos em estudo estivesse
diminuida em relacdo ao figado mas tal ndo se verificou. Estes resultados permitem
concluir que este tipo de PCR tradicional apenas indica a existéncia de cONA de mTTR
sem estabelecer qualquer relacdo entre a presenca e a quantidade de mMRNA. A expressao
de TTR no estdmago tinha ja sido referida (Soprano et al., 1985), embora na mesma
publicacdo seja referido o facto de o pancreas ndo expressar TTR, o0 que se sabe hoje de

facto acontecer.

Apbs analise qualitativa foi necessario de uma forma quantitativa determinar a expressao
de mRNA de TTR presente no estbmago, duodeno, célon e bexiga. A quantificacdo foi
realizada por PCR em tempo real. Esta técnica permite a amplificacdo, deteccdo e
quantificacdo de DNA numa Unica etapa, tornando mais rapido todo o processo de
obtencdo de resultados e minimizando o risco de possiveis contaminacdes. A curva de
fusdo é uma medida da especificidade da reaccdo e indica o ponto correspondente a
temperatura de dissociacdo dos primers especificos para as sequéncias em estudo. O
primeiro ensaio realizado conduziu a resultados pouco concordantes que se ficaram a dever
ao processo de homogeneizagdo inicialmente utilizado. Com a alteracdo do método de
extraccdo verificou-se que os resultados passaram a ser muito mais concordantes e com
uma menor variabilidade entre o grupo de animais, uma vez que o RNA utilizado estava
integro. Conclui-se portanto que é fundamental assegurar que 0 RNA, a utilizar neste tipo
de técnica, seja de dptima qualidade, para garantir precisdo e exactiddo dos resultados. Tal
como se esperava, o figado foi 0 6rgao onde a expressao normalizada de TTR foi superior.
Nos restantes 6rgdos em estudo (estdmago, célon, duodeno e bexiga) apenas 0 estdmago

apresentou valores de expressédo diferentes de zero.
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Os resultados obtidos atraves dos dois tipos de PCR sdo claramente distintos. A ocorréncia
de bandas no PCR tradicional para célon, duodeno e bexiga pode ter ficado a dever-se a
uma contaminacao e por isso quando se passa para uma técnica muito mais sensivel (PCR
em tempo real) ndo se verificam sinais de expressdo de TTR nestes 6rgdos. O PCR em
tempo real € por isso uma técnica muito mais precisa e reprodutivel do que o PCR

convencional.

A segunda parte deste trabalho tinha como objectivo identificar quais os locais,
principalmente no estdmago e intestino, onde ocorre a expressdo da proteina. Para isso

procederam-se a técnicas de imunohistoquimica e imunofluorescéncia.

A imunohistoquimica forneceu dados importantes acerca da localizacdo histoldgica da
TTR enquanto proteina, a imunoreactividade encontrada foi muito especifica e pouco
abundante, surgindo na mucosa do estdbmago do murganho, tal como tinha sido
previamente descrito para o tecido humano (Liddle et al., 1985) As celulas marcadas
poderiam por isso ser de quatro tipos diferentes: células produtoras de muco, células
principais, células enddcrinas ou células parietais. Foi necessario determinar que tipo de
célula, presente na zona glandular do estbmago, expressava TTR. A morfologia das células
marcadas para TTR era idéntica a das células enddcrinas, 0 que, posteriormente, se veio a
verificar. Por imunohistoquimica foi realizada uma marcagdo para cromogranina A,
marcador de células enteroenddcrinas, e para TTR, em laminas contendo seccles
sucessivas de estbmago, contudo nada foi possivel concluir acerca da co-localizacdo entre
as duas proteinas. N&o se procederam a ensaios de imunofluorescéncia devido ao facto de

ambos o0s anticorpos serem produzidos no mesmo animal.

A partir de ensaios de co-localizagdo, por imunofluorescéncia, verificou-se que a TTR néo
se localiza em células parietais ocorrendo a sua localizacdo nas células produtoras de
somatostatina — células D (células enddcrinas) tanto no murganho como no humano. Estas
células possuem extensbes citoplasmaticas onde estdo armazenados os granulos de
somatostatina (Lucey ,1986). Um estudo realizado em 1992 (Kameko et al., 1992) admitia
ja a existéncia de células reactivas para TTR no estdmago e intestino humano e mostrava a
ocorréncia de co-localizacdo entre TTR e RBP, sendo que as células que continham as
duas proteinas apresentavam caracteristicas morfoldgicas semelhantes as das células
endocrinas. Neste presente trabalho experimental ndo se verificou a existéncia de células
34



Expressdo de Transtirretina no Sistema Gastrointestinal do Murganho

marcadas para TTR quer no intestino do murganho quer no intestino humano. A
importancia bioldgica da expressdo da TTR neste tipo de células ndo é ainda conhecida. A
somatostatina funciona como um neurotransmissor inibitério do sistema nervoso e tem um
papel na regulacdo neurohormonal (Sternini et al., 1997). Da sua expressdo resulta a
inibicdo de secrecdes endocrinas e exdcrinas, de secrecdes enzimaticas e de electrolitos, da
contraccdo muscular e proliferacdo celular (Sternini et al., 1997). No sistema digestivo, a
somatostatina é expressa em neuronios, fibras e nas células D (Costa et al., 1977; Costa et
al., 1980; Ekblad et al., 1988) e esta também envolvida na regulacdo da peristalsia e
motilidade interdigestiva, confirmada pela presenca de neur6nios imunoreactivos a
somatostatina no plexo mientérico e através de estudos funcionais (Mclntosh, 1985). A
somatostatina € um regulador fisiolégico da secrecdo de acido gastrico, por efeito directo,
desta proteina, ao nivel das células parietais e, de forma indirecta, por inibicdo da
libertacdo de histamina e gastrina (Mclntosh, 1985). Sera por isso importante perceber se
existe alguma interaccdo entre a TTR e a somatostatina e, a existir, de que forma a TTR
podera estar também envolvida nas funcGes acima mencionadas. Tal como previamente
descrito (Liddle et al., 1985) ndo ocorreu co-localizacdo entre TTR e somatostatina no
pancreas, uma vez que neste 0rgdo sdo as células o (sintetizadoras de glucagon) as

responsaveis pela expressao de TTR.

No estbmago, ndo é conhecida de que forma podera a expressdo de TTR estar associada a
sintomatologia gastrointestinal caracteristica de PAF, nomeadamente: retencdo gastrica
associada a nauseas e vomitos, bem como fendmenos de obstipacdo, diarreia. A nivel
histologico verifica-se que, neste 6rgdo, ocorre deposicdo extracelular de fibras de TTR
mutada na camada submucosa e em torno dos plexos mientéricos (Yoshimatsu et al.,
1998). Ocorre também a deposi¢do de amildide a nivel glandular, originando depésitos que
alteram a estrutura celular e morfologica das glandulas presentes no estdmago. A
deposicdo de TTR provoca danos estruturais e também funcionais nos tecidos. A expressao
da proteina mutada no estbmago poderd de alguma forma condicionar 0s processos
bioquimicos, que decorrem neste 6rgdo, e assim influenciar os mecanismos bioldgicos
caracteristicos deste sistema conduzindo aos sintomas referidos anteriormente. N&o é
também de descartar uma possivel interaccdo entre a TTR na forma mutada e a
somatostatina, podendo conduzir esta interaccdo & severidade dos sintomas

gastrointestinais caracteristicos desta doenca.
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A (ltima metodologia experimental consistiu numa hibridac&o in situ. Com esta técnica
apenas foi possivel detectar a presenca de mMRNA de TTR de murganho no plexo coroéide,
utilizando a sonda antisense. No estdmago ndo foi possivel detectar qualquer tipo de
marcacgdo. Estes resultados podem ter ficado a dever-se aos niveis de expressao de TTR
nos dois 6rgdos em questdo. A sonda, embora muito especifica, ndo detectou a presenca de
MRNA na mucosa do estbmago, muito provavelmente devido ao reduzido nimero de
células e a propria estrutura histologica do tecido em questdo. O plexo cordide estd muito

mais acessivel pelo que o processo de hibridacao ocorre naturalmente.

O presente estudo permitiu detectar a expressdo de TTR no estbmago bem como a
localizagdo histoldgica da mesma. Conduziu também a novas questdes, que descrevemos

anteriormente e que terdo de ser respondidas em estudos futuros.
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Conclusao

A transtirretina € uma proteina extremamente conservada, nos mamiferos, ao longo da
evolucdo pelo que devera ser uma proteina importante para a funcionalidade bioldgica dos
organismos. Sdo conhecidas as duas principais funcdes da TTR — transportar a tiroxina e a
vitamina A, contudo sabe-se hoje que esta proteina intervém noutros processos biologicos
importantes, quer por associacao a outros péptidos quer por ser um indicador de processos
inflamatorios, de stress, etc. Conhecer as interac¢des que a TTR estabelece, nos individuos
portadoras de TTR ndo mutada, permite perceber que tipo de fungdes poderdo estar
alteradas nos individuos portadores de TTR mutada, nomeadamente em PAF, e se é a
auséncia ou disfungdo dessas interac¢bes que conduz a muitos dos sintomas associados a e

doenca.

Com este projecto foi possivel investigar e caracterizar a expressdo de TTR ao longo do
tracto gastrointestinal do murganho, nomeadamente no eséfago, estbmago, duodeno, célon
e também na bexiga. Verificou-se que de todos os 6rgdos em estudo apenas o estdmago
apresentou niveis de expressdo normalizada de TTR com valores diferentes de zero.
Conclui-se também que a metodologia do PCR em tempo real é muito mais precisa e

especifica do que o PCR convencional, conduzindo este ultimo a muitos falsos positivos.

Foi também possivel determinar que, tal como ja tinha sido descrito, as células que
expressam TTR no estdmago do murganho e humano existem em pequena quantidade e
estdo presentes na mucosa do 6rgdo em questdo. Estas células co - localizam com as
células D, responsaveis pela secrecdo de somatostatina no estbmago, ndo sendo ainda
conhecida nenhuma interaccdo funcional entre estes dois péptidos. Neste estudo ndo se
observou quaisquer tipos de marcacdo no intestino, quer no murganho quer em tecidos

humanos.

Os resultados obtidos entre as metodologias utilizadas (PCR em tempo real e

imunohistoquimica/imunofluorescéncia) sdo concordantes entre si.

A hibridacdo in situ permitiu detectar a presenca de MRNA de TTR no plexo cordide do

murganho, ndo sendo visivel qualquer tipo de marcagdo em células do estdmago.
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Todos estes resultados colocam novas questdes. Ocorrerd interaccdo entre TTR e
somatostatina? De que tipo sera essa interaccdo? Sera que na presenca de TTR mutada essa
interaccéo é alterada conduzindo a sintomatologia do sistema gastrointestinal caracteristico
de PAF?

Seria por isso interessante estudar, futuramente, a expressdo de TTR num modelo animal
de PAF embora o ideal seria poder utilizar o modelo humano, para determinar se, de

alguma forma, esta expressdo pode estar aumentada e se ocorre nos mesmos locais.
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