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_Diminuicao da expressao dos genes APP e CP em doentes de Alzheimer sugere
alteracao da exportacao de ferro celular nesta deméncia
Decrease in APP and CP mRNA expression in Alzheimer’s disease patients suggests impairment of cellular iron

export in this dementia
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_Resumo

Recentemente tem-se assistido a um acumular de evidéncia sugerindo a
implicagao de uma desregulagdo do metabolismo do ferro (Fe) na fisiopa-
tologia da doenga de Alzheimer (DA). Neste trabalho, pretendemos esclare-
cer melhor os mecanismos moleculares subjacentes a homeostasia deste
metal na DA, particularmente ao nivel do efluxo celular. Assim, mediu-se
em células mononucleares do sangue periférico de 73 doentes com DA e
74 controlos a expressédo de genes diretamente envolvidos na regulacéo e
exportagao celular de Fe, utilizando a técnica de PCR quantitativo. Os re-
sultados mostraram uma diminuicéo significativa na expressao dos genes
aconitase (ACOT7; P=0,007); ceruloplasmina (CP; P<0,001) e proteina pre-
cursora de beta amiloide (APP; P=0,006) em doentes com DA comparati-
vamente com 0s voluntarios sauddaveis. Estas observagdes apontam para
uma diminuicao significativa da expresséo dos genes associados com a
exportagao de Fe celular mediada pela ferroportina na DA. Assim, o pre-
sente estudo reforga resultados anteriores que mostram alteragdes no me-
tabolismo do Fe e podem estar na origem da retencao intracelular deste
metal e aumento de stress oxidativo carateristicos desta patologia.

_Abstract

A dysregulation of iron (Fe) metabolism in Alzheimer’s disease (AD) has
been suggested previously. Herein, we intended to further clarify the
molecular mechanisms underlying Fe homeostasis in AD particularly
at the level of cellular iron efflux. Thus, the expression of specific Fe
metabolism-related genes directly involved in Fe regulation and export
was assessed by quantitative PCR in peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from 73 AD patients and 74 controls. A significant decrease
in the expression of aconitase 1 (ACO1; P=0.007); ceruloplasmin (CP;
P<0.001) and amyloid peptide precursor (APP; P=0.006) genes was fund
in AD patients compared with healthy volunteers. These observations
point out to a significant downregulation of the expression of genes as-
sociated with ferroportin-mediated cellular Fe export in PBMCs from
AD patients. The present findings support previous studies suggesting
impairment of Fe homeostasis in AD, which may lead to cellular Fe reten-
tion and oxidative stress, a typical feature of this disease.

_Introdugéo e objetivo

A Doenca de Alzheimer (DA) € a doenca neurodegenerativa mais
comum e uma das formas mais predominantes de deméncia em
todo o mundo (1),

Os eventos patoldgicos iniciais no desenvolvimento da DA pare-
cem estar associados a formagao de formas diméricas e oligo-
méricas de peptidos B amildides (Ap), que séo formadas por
clivagem especifica na proteina precursora de beta amildide
(APP) (2) e se acumulam no cérebro. Embora os mecanismos
subjacentes ao processo de deposicdo de AP sejam ainda
pouco compreendidos, varias linhas de evidéncia indicam que
o ferro (Fe) através da mediagao da formagao de radicais oxida-
tivos, pode estar intimamente implicado neste processo (3). Es-
tudos anteriores mostraram que a APP é capaz de facilitar o
efluxo de Fe celular através da interagdo com ferroportina (FPN),
0 Unico exportador de Fe conhecido até ao momento em mami-
feros (4). Além disso, a APP apresenta varias semelhangas com
outras ferroxidases, como a ceruloplasmina (Cp) (°), nomeada-
mente na capacidade de interagdo com a FPN a exportar Fe
mas também a nivel da regulacdo da sua expressao através de
citoquinas pré-inflamatérias (6) sugerindo uma estreita associa-
céo entre DA, metabolismo Fe e resposta imune.

Estudos anteriores sugerem que algumas variantes genéticas
em diversos genes relacionados com o metabolismo de Fe re-
presentam fatores de risco para a DA. Recentemente, o trabalho
desenvolvido pelo presente grupo de investigagdo mostrou a
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existéncia de associacOes significativas entre esta doencga e
SNPs encontrados em varios genes como o TF, receptor da
TF2 (TFR2), aconitase 1 (ACOT7) e a FPN (SLC40A1), apoiando
0 envolvimento de vias especificas do metabolismo do Fe na
fisiopatologia da DA (7).

Neste contexto e a fim de melhor esclarecer a desregulagéo
sistémica da homeostase do Fe na DA, propusemo-nos investi-
gar mais profundamente nestes doentes a expressédo de genes
especificos do metabolismo do Fe, particularmente os relacio-
nados com o efluxo celular deste metal.

_Materiais e métodos

Populagéo do estudo

Um total de 73 doentes com DA e 74 individuos caucasianos
saudaveis foram incluidos neste trabalho. O diagndstico de DA
foi realizado de acordo com as diretrizes do National Institute
of Neurological Disorders and Stroke and Alzheimer's Disea-
se and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (8). O
estudo foi aprovado pelas Comissées de Etica das instituigées
envolvidas e todos os participantes ou seus representantes
legais assinaram um termo de consentimento informado, de
acordo com a Declaragao de Helsinki.

Analises bioquimicas e de expressdo génica

Amostras de sangue total de todos os participantes no estudo
foram tratadas para isolamento de soro e células mononucle-
ares de sangue periférico (PBMCs), para posterior anélise.
Para as determinacdes bioquimicas, realizou-se a medicao da
concentragao da Cp utilizando o método imunonefelométrico
(Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). A medicao da atividade
oxidasica da Cp (CPO) foi avaliada utilizando um ensaio colo-
rimétrico manual, seguindo um protocolo adaptado (%),

Para o estudo de express@o génica, extraiu-se ARN total
das PBMCs utilizando o kit miRNeasy Mini (Qiagen). A quan-
tificacdo da expressao dos genes alvo foi realizada por PCR
quantitativo num ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Warrington, UK). O desenho dos primers utiliza-
dos para a amplificacdo dos fragmentos especificos dos
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genes HPRT1, FURIN, FTH, FTL, ACO1, TF, HMOX1 NRF2,
APP e CP, realizou-se através do uso do software ABI Primer
Express (Applied Biosystems). A sintese da primeira cadeia
de cDNA foi realizada usando 1 yg de ARN total, oligo (dT)
12-18 e a SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Pasadena, EUA). Cada amostra de cDNA foi diluida 5 vezes,
5 pl da diluicdo foi adicionado a 5 pmol de primers e SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) para um volume de
reacao final de 15 pl. Os par@metros para a amplificacédo
foram: 10" a 95°C, 40 ciclos de 15" a 95°C e 30" a 60°C.
Quantificou-se a expressdo génica com o método 2-AACH
utilizando o HPRTT como controle enddgeno e um pool de
ADNc como uma amostra de normalizacao.

O software PASW Statistics 18.0® (SPSS Inc.) foi utilizado
para realizar a andlise de variancia univariada dos dados bioqui-
micos e de expressao génica, ajustados para idade e género
(ANCQVA).

_Resultados

Os resultados obtidos a partir da analise gPCR mostraram
uma diminuicdo significativa na expressdo dos genes ACO1
(P=0,007), CP (P<0,001) e APP (P=0,006) de doentes com DA
em compara¢do com voluntarios saudaveis (figura 1). Nao
foram observadas diferencas significativas entre estes dois
grupos na expressao dos genes FURIN, FTH, FTL, TF, HMOX1
e NRF2, nem na concentracdo de Cp no soro e sua atividade
oxidasica (tabela 1).

_Discussao e concluséo

Neste trabalho, verificou-se uma diminuigdo significativa na
expressdo da CP e da APP em doentes com DA em compara-
¢cao com voluntérios saudaveis. Estudos anteriores indicam
0 envolvimento destas duas proteinas no efluxo celular de Fe
através da interacao com a FPN (5. 10) corroborando a nossa
hipotese de que o comprometimento da exportagao de Fe ce-
lular representa um mecanismo chave na patogénese da DA.

Por outro lado, a Cp é expressa quer como uma proteina solu-
vel segregada para o meio extracelular (CPs), ou como uma
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Figura 1: [1 Niveis de expressdo de varios genes do metabolismo do ferro em doentes com DA em comparagédo com controlos.
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A distribuigao dos niveis de expressao (A) furina, (B) FTHT, (C) FTL, (D) ACOT1, (E) TF, (F) HMOX1, (L) NRF2, (H) APP e (l) CP de doentes com DA e controlos é
representada pelas box-plots. A quantificacao foi efetuada atraves da normalizacéo de cada amostra relativamente a um pool de individuos e usando o HPRT1
como um gene housekeeping. Os pontos representam outliers moderados. O nimero de individuos analisados esté indicado dentro de paréntesis. Utilizou-se
a andlise de variancia univariada, ajustada para idade e género (ANCOVA) para comparar os niveis de expressao entre os dois grupos.

Tabela 1: 1 Quantificagéo da ceruloplasmina (Cp) e da atividade oxidésica da ceruloplasmina
(CPO) em soro de doentes de DA e individuos controlo.

X Casos de DA Controlos ANCOVA
PSS n média = DP n média + DP significéncia (F)
Cp (mg/dL) 67 37,37 £ 875 67 34,34 + 8,76 0,307 (1,05)
PO 70 121,68 + 36,70 73 116,98 + 37,04 0,923 (0,01)
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proteina de membrana ancorada a superficie celular através de
um motivo glicosilfosfatidilinositol (GPI) (1), constituindo esta
ultima (GPI-Cp) a forma predominante de CP expressa no cére-
bro, onde desempenha um papel crucial na homeostase do
Fe e na defesa antioxidante (2). Estudos anteriores mostram
que a atividade ferroxidasica de ambas as isoformas da CP ¢
crucial para a exportagao de Fe mediada pela FPN. Neste tra-
balho, medimos a concentracéo da CPs bem como a sua ativi-
dade oxidéasica no soro, mas néao foram encontradas diferencas
significativas entre doentes com DA e controlos. No entanto,
nao se pode descartar a hipdtese da atividade oxidasica da CP
estar alterada no cérebro dos doentes estudados. Além disso,
estes resultados sugerem que a diminuigao na expressdo do
ARNm total da CP encontrados em PBMCs de doentes com DA
poderia ser atribuida a uma diminuigao nos niveis de ARNm da
GPI-Cp, em vez de uma diminui¢c@o da expressao de CPs.

Adicionalmente, neste estudo observou-se também uma dimi-
nui¢ao da expressao da ACO1 (ou IRPT) em PBMCs de doen-
tes com DA, quando comparados com 0s controlos. Visto a
IRP1 ser uma proteina-chave no principal sistema de regulacéo
celular pés-transcricional do metabolismo do ferro (IRP/IRE),
pode-se especular sobre o impacto que a alteracdo da sua
expressao pode ter nos mecanismos subjacentes a manuten-
¢do da homeostasia do Fe celular. De facto, alguns estudos
demonstraram que os IRP estdo implicados na regulacéo do
Fe no cérebro. Por exemplo, 0s niveis de APP sdo modulados
por IRP1 (13) aumentando a sua expressdo no hipocampo de
ratos IREB2-/- (14). Além disso, também foi demonstrado que
a regulacao negativa da expressao de ACO7 ¢ induzida pela
hipoxia (15). Curiosamente, um nimero substancial de evidén-
cias mostra a hipdéxia como um importante fator ambiental que
pode contribuir para a patogénese da DA (16). Assim, muito
embora se desconheca 0s mecanismos pelos quais a diminui-
cao de expressao /IRP1 em PBMC de doentes com DA tem um
efeito na desregulacdo da homeostase do Fe, ndo se podera
subestimar o seu putativo impacto fisiol6gico neste contexto.
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Em resumo, os dados obtidos neste estudo integram varias
linhas de evidéncia que sugerem o comprometimento do efluxo
de Fe celular na fisiopatologia da DA. Estes resultados obtidos
com base numa estratégica de integracdo de dados genéticos
e fenotipicos pode ser crucial para fornecer novas pistas para o
desenvolvimento de novas formas de tratamento e diagndéstico
desta patologia.
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