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RESUMO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) ¢ uma doenga neuroldgica rapidamente progressiva e
fatal, bem conhecida, causada pela perda de neurénios motores cerebrais e espinhais. A
agregacdo familiar da ELA ¢ considerada um fator de risco maior para o desenvolvimento da
doenca. A ELA familiar (ELAF) ¢ clinica e geneticamente heterogénea. Sete genes e relagcdes
com outros 5 loci foram identificados até o0 momento e podem tanto causar a ELA, quanto
levar & neurodegeneracdo multissistémica, tendo a ELA como um sintoma ocasional. Este
trabalho objetiva apresentar uma tentativa de classificagdo dos genes “maiores” e de
“susceptibilidade” para o desenvolvimento da ELA, os quais podem atuar como fatores de
susceptibilidade para a neurodegeneragdo em interacdo com outros fatores de risco, genéticos
ou ambientais. Considerando que as mutagdes nos genes da ELA explicam aproximadamente
10% dos casos, tanto de ELA familiar quanto de ELA esporadica, e que a maioria dos casos
restantes sdo resultados da interagdo entre diversos genes e fatores ambientais, a ELA

continua sendo um paradigma na pesquisa de doengas multifatoriais.

PALAVRAS-CHAVES: ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA,;

NERODEGENERACAO; NEURONIOS MOTORES



ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a well known rapidly progressive and fatal
neurological disease, caused by the loss of motor neurons in the brain and spinal cord.
Familial aggregation of ALS is considered a major risk factor for ALS. Familial ALS (FALS)
is clinically and genetically heterogeneous. Seven genes and linkage to five additional gene
loci have been identified so far and may either lead to ALS (ALS1-ALSS8) or multisystem
neurodegeneration with ALS as an occasional symptom. This work points to present a
tentative classification of the “major” and “susceptibility” ALS genes, that may act as
susceptibility factors for neurodegeneration in interaction with other genetic or environmental
risk factors. Since mutations in ALS genes explain approximately 10% of either familial and
sporadic ALS, and most remaining cases are results of the interaction of several genes and

environmental factors, ALS is still a paradigm in multifactorial diseases research.

KEY-WORDS: AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS; NEURODEGENERATION;

MOTOR NEURONS
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1 INTRODUCAO

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) ¢ uma doenga neuroldgica fatal,
rapidamente progressiva e de inicio tardio. A enfermidade, também conhecida como doenga
de Lou Gehrig, caracteriza-se pela perda gradual de neurdnios motores no cérebro e na
medula espinhal. A morte neuronal inicia-se de forma restrita e depois se generaliza,
atingindo neuroénios motores superiores (corticoespinhais) e inferiores (espinhais). O
diagnodstico baseia-se nos critérios El Escorial. Ha evidéncias de comprometimento tanto dos
neurdnios motores inferiores (paresia, atrofia, fasciculagdes) quanto dos superiores (reflexos
tendinosos hiperativos, sinais de Hoffmann e de Babinski ou clonus) no mesmo paciente.
Estudos clinicos indicam que a ELA se manifesta a principio por fraqueza muscular de um ou
mais membros, caibras ou fasciculagdes da lingua (inicio bulbar). Ha maior incidéncia de
hiper-reflexia em relagdo a hiporeflexia (SWASH et al, 1999). A doenca progride, em média,
em um periodo de 3 a 5 anos, antes de levar a paralisia e & morte prematura. O actimulo
acentuado de neurofilamentos em motoneurdnios ¢ observado tanto na ELA familiar (ELAF)
quanto na esporadica. Estudos em cobaias mostram que a disfun¢do neuronal precede o inicio
dos sintomas e que mecanismos compensatorios adiam as manifestacdes clinicas até que pelo
menos 50% dos neur6nios motores tenham sido perdidos. A esta altura, os sinais clinicos
aparecem € o nimero de motoneuronios rapidamente diminui (COTE, 1993). O aumento
progressivo e proporcional da idade em muitas populagdes estd vinculado a elevacao dos
casos de doengas relacionadas a idade, como a ELA (RIGGS et al, 1992; NEILSON et al,
1994). A despeito de mais de um século de pesquisas, ainda ndo ha, atualmente, cura e a
terapia disponivel pode prolongar a sobrevida por apenas alguns meses. As formas familiares
respondem por aproximadamente 10% do total de casos de ELA. Até o momento, 7 genes € 0
linkage para outros 5 loci adicionais foram identificados na ELA. A maioria dos pacientes,
porém, apresenta ELA multifatorial, que ¢ provavelmente causada pela interagcdo complexa
entre fatores genéticos e ambientais. Neste trabalho, pretende-se enfatizar os aspectos

genéticos importantes na ocorréncia da ELA.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia absoluta de esclerose lateral amiotrofica (ELA) € estimada em 4-
6/100.000 habitantes. Quanto maior a idade, maior a prevaléncia que atinge o pico no grupo
etario entre 60 e 75 anos com 33/100.000 habitantes para o sexo masculino e 14/100.000 para
o sexo feminino (TRAYNOR et al, 1999). A preponderdncia no sexo masculino ¢
mundialmente reconhecida, porém ¢ menos pronunciada no grupo dos maiores de 70 anos de
idade e ocorre somente na ELA esporddica - achado ainda inexplicado (CASHMAN et al,
1999). A incidéncia alcanga a taxa de 1-3/100.000 pessoas por ano e se eleva com a idade
(PLATO et al, 2002). Observou-se um pico na taxa de incidéncia entre os 55 e 75 anos de

10.5 e 7.4/100.000 para homens e mulheres respectivamente.

Dados estatisticos dos EUA mostram uma menor taxa de mortalidade em nao-
brancos do que em brancos (taxa de 1:1.6), mesmo com as diferencas de idade e sexo
similares entre os dois grupos (ELIAN e DEAN, 1993). Evidéncias comprovam o aumento da
incidéncia ajustada a idade e relacionada a latitude, variando de 2.0 em Israel (32° de latitude)
a 8.0 nos paises escandinavos setentrionais (>60° de latitude) (MAJOOR-KRAKAUER et al,
2003). As diferengas geograficas resultam, provavelmente, da variagdo quanto a metodologia,
susceptibilidade genética e/ou fatores ambientais. Dispde-se de quatro areas de alta
prevaléncia bem estudadas. Na populacdo dos Chamorros, no Pacifico ocidental, sdo
freqlientes duas condigdes neurologicas: a ELA, localmente conhecida como “Lytico” e o
complexo deméncia-parkinsomnismo de Guam, denominado “Bodig” na area. Bodig e Lytico
podem ocorrer, simultaneamente, nos pacientes e suas familias (MAJOOR-KRAKAUER et
al, 2003). A despeito da forte suspeita de uma etiologia comum, isso nao foi comprovada

(OYANAGI e WADA, 1999).

A prevaléncia absoluta em Guam declinou de 100/100.000 pessoas na década
de 50 do século passado para 50 e 25/100.000 pessoas para homens e mulheres
respectivamente em 1990 (MCGEER et al, 1997). Duas areas da penisula japonesa de Kii

mostram similarmente alta prevaléncia, assim como a costa oeste da antiga Papua-Nova



Guiné, agora parte da Indonésia (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). A mesma latitude do
Pacifico, outra area de alta incidéncia foi relatada, trata-se de uma tribo isolada, a Anguru, em
Groot Eylandt no Golfo da Carpentaria no norte da Australia (MAJOOR-KRAKAUER et al,
2003). Nessas areas endémicas do Pacifico sul, a ELA responde por uma em cada dez mortes.
Além disso, em Guadalupe observa-se alta freqiiéncia de parkinsonismo atipico
(ocasionalmente acompanhado por ELA), que lembra aquele descrito em Guam (CHEN et al,

1996).

Ha relatos de grupos menores com ELA, relacionados a proximidade
profissional ou residéncia, no mesmo apartamento (n=3), em uma escola (n=3), em um grupo
de guardas de uma fazenda na Dakota do Sul (n=4), entre carteiros (n=3), em uma pequena
cidade e 6 casos entre 1975 a 1983 em uma pequena comunidade proxima ao lago Michigan,
nos EUA. Relatou-se ELA conjugal em Guam (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003) ¢ em
outros quatro casais fora do Pacifico ocidental (CORNBLATH et al, 1993). Estes pequenos
grupos com ElA podem ter sido resultado de exposicdo comum a agentes ambientais ou, ao
contrario, puramente coincidentes. Nestas condigdes, a analise ¢ prejudicada pela falta de
dados do total da populagdo. Porém, a simples existéncia dos grupos alerta para possiveis

causas genéticas e ambientais.

2.2 FATORES DE RISCO AMBIENTAIS

Os fatores de risco ambientais na neurodegeneracao provocada pela ELA eram
amplamente desconhecidos. A ocorréncia endémica de ELA, tal como relatado nas areas de
alto risco no Pacifico ocidental, ndo poderia ser explicada somente por meio de fatores
genéticos (AHLSKOG, 1995), o que levou a discussdo sobre a interacdo gene-meio ambiente.
As sementes de cicade, minerais presentes na agua potavel e componentes do solo estavam
sob suspeita de causarem neurotoxicidade a longo prazo. Destinou-se atengdo especial a
semente da palmeira local cicade, em vista da forte correlagdo entre ELA e a presenca de
cicasina na comida tipica a base das sementes de cicade (ZHANG et al, 1996). A cicasina
parece comprometer o reparo neuronal de DNA, estimular a hiperexpressio de RNA

mensageiro tau e potencializar a neuroexcitotoxicidade (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).



Outros fatores de risco ambiental consistem em historia de traumatismo
encefalico e raquimedular, atividade fisica extenuante, exposi¢ao a radiacao, choques elétricos
e contato com solda, tintas, petroleo e trabalho diario em induastria, embora nenhum deles
tenha sido consistentemente relacionados a ELA. Apesar de 10% dos pacientes estudados
terem apresentado neoplasias, esta associagdo permanece inexplicada (MAJOOR-
KRAKAUER et al, 2003). Infeccdes virais de longa laténcia podem ser potenciais agentes
etiologicos da ELA (KARPATI e DALAKAS, 2000). Acidos nucléicos de enterovirus foram
detectados pela reacdo de transcricao reversa em cadeia de polimerase (RT-PCR) na medula
espinhal em 15 de 17 pacientes com ELA esporadica em um estudo francé€s, porém em menos
de 4 em 20 amostras similares em outros estudos (BERGER et al, 2000, MAJOOR -
KRAKAUER et, 2003).

Assim, nao ha evidéncias contundentes de um papel fundamental dos fatores
de risco ambientais na ELA. Contudo admite-se a possibilidade de uma complexa interacao

entre os varios fatores exogenos e a susceptibilidade genética especifica.

2.3 FATORES GENETICOS DE RISCO

Os fatores genéticos de risco para ELA sdo exaustivamente estudados. A
agregacao familiar dependente-de-idade e com alta penetrancia ¢ o maior fator de risco para a
doenca. A ELA familiar € clinica e geneticamente heterogénea com multiplas ~ formas
autossomicas dominantes e recessivas. A andlise genética molecular revelou a participacao de
muitos genes nesta patologia, alguns dos quais se caracterizam por causarem ELA em um
claro padrdo de heranga monogénica; tais genes serdo denominados de Genes Maiores
(TABELA 1). Eles conduzem predominantemente a ELA do tipo 1 a 8 ou causam
neurodegeneracdo multissistémica (Taupatias e ELA com complexo deméncia-
parkinsonismo), tendo a ELA como um sintoma ocasional. Outros genes, aqui referidos como
Genes de Susceptibilidade, podem iniciar a cascata de neurodegeneracdo ou interagir com

fatores de risco ambientais ou genéticos (TABELA 2).



TABELA 1: Genes maiores da ELA

Classifica¢ao Gene Localizacao Heranca Referéncia
Genes maiores

ELA 1 SOD1 21q22 AD/AR ROSEN et al,
1993;
ANDERSEN et
al, 1995

ELA 2 alsin, 2q33-34 AR HADANO et al,

ALS2CR2 2001; YANG et
ALS2CR3 al, 2001

ELA 3 18921 AD HAND et al,
2002

ELA 4 SETX 9q34 AD CHEN at al,
2004

ELA S 15q12-21 AR HENTATI et al,
1997

ELA 6 16p12 AD SAPP et al,
2003

ELA 7 20p13 AD SAPP et al,
2003

ELA 8 VAPB 20q13.3 AD NISHMURA et
al, 2004

CDFTP Tau 17921 AD WILHELMSEN
et al, 1994;
HUTTON et al,
1998

DFT 9q21-22 AD

AD, autossémico dominante; AR autossdmico recessivo; SOD superoxido dismutase; DFT
deméncia frontotemporal; CDFTP complexo deméncia frontotemporal parkinsonismo

FONTE: do autor



TABELA 2: Genes de susceptibilidade para a ELA

Classificacio Gene Localizaciao Heranca Referéncia

Genes de Susceptibilidade

Neurofilamento NF-H 12q12.2 FIGLEWICZ et al,

de cadeia 1994

pesada

Neurofilamento  NF-L 8p21 XU et al, 1993

de cadeia leve

Periferina PRPH 12q12-13 MAJOOR-

KRAKAUER et al,
2003

Transportador EAAT?2 11p13-12 MAJOOR-

do glutamato KRAKAUER et al,
2003

Receptor do AMPA 5p33 MAJOOR-

glutamato KRAKAUER et al,
2003

Apolipoproteina  ApoE 19q13.2 MAJOOR-

E KRAKAUER et al,
2003

Fator FNTC 11ql12.2 MAJOOR-

neurotrofico KRAKAUER et al,

ciliar 2003

Endonuclease APEX 14q12-12 MAJOOR-

apurinica KRAKAUER et al,

apirimidinica 2003

Grupo de P2 2ql1 MAJOOR-

sangue P2 KRAKAUER et al,
2003

Debrisoquina CYP2Do6 22ql3.1 JAMES et al, 1994

hidroxilase

DNA COX VIELHABER,

mitocondrial 2000

Manganés SOD2 6925 VAN

superoxido LANDEGHEM,

dismutase 1999

Dinactina DCTNI 2pl13 KORTHAUS et al,

1997

FONTE: do autor



2.3.1 Genes Maiores

Nesta revisdo discutiremos a ELA monogénica, isto é, aquela que se manifesta
por heranga mendeliana. Dez s3o os loci identificados para ELA familiar, existindo 7 genes

maiores: SOD1, alsin, tau, VAPB, ALS2CR2, ALS2CR3, SNTX (tabela 2).

Pode haver dificuldade de diferenciar a ELA de outras doencgas do neurdnio
motor, em especial entre aquelas formas sem sinais clinicos classicos. Nao raro ¢ o achado de
delegdes em um dos genes para a atrofia muscular espinhal, SMN1 (survival motor neuron
gene) (VELDINK et al, 2005) e SMN2 (centromeric survival motor neuron gene 2)
(VELDINK et al, 2001) e no NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein gene) em pacientes
com diagnostico de ELA esporadica ou familiar (PARBOOSINGH et al, 1999). Ademais,
aproximadamente 2% dos homens com diagnostico de ELA sdo, na verdade, portadores da
Doencga de Kennedy (atrofia muscular espinobulbar ligada ao X) causada pela expansao de
trinucleotideos no receptor de androgénio (GAROFALO et al, 1993; PARBOOSINGH,
1997). A heranga autossomica dominante da ELA familiar ocorre em 5 a 10% dos casos de
ELA e ¢ clinica e neuropatologicamente indistinguivel da forma esporadica de ELA
(CLEVELAND, 1999). A ELA familiar caracteriza-se por ampla variabilidade intra e
interfamiliar de idade de inicio e progressdo. A penetrancia incompleta foi observada em
algumas familias (DE BELLEROCHE et al, 1995) e comprovada por andlise de mutagdo
(MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).

A ELA familiar autossomica dominante ¢ geneticamente heterogénea.
Atualmente, 7 genes, SODI1 (superoxido dismutase 1) no cromossomo 21, tau no
cromossomo 17, SNTX no cromossomo 9 e VAPB no cromossomo 20 ¢ mais cinco loci (nos

cromossomos 9, 15, 16, 18 € 20 ) sao conhecidos (TABELA 1).

Antes de se tornar possivel a diagnose da ELA por meio de testes moleculares,
a ELA familiar (ELAF) autossomica recessiva era considerada rara. Identificaram-se trés
formas de ELA recessiva, sendo os genes para duas delas (SOD1 e alsin) identificados. Estas
formas correspondem, provavelmente, a 20 a 30% dos casos de ELAF.

2.3.1.1 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 1 (ELA 1)



Em 1991, o primeiro gene da ELA, a partir de uma forma autossdmica
dominante, foi mapeado no cromossoma 21q (SIDDIQUE, 1991). Dois anos depois, o gene
da superoxido dismutase mostrou ser o gene da ELA (ROSEN et al, 1993). A SODI1 ¢ uma
metaloenzima de 153 aminoécidos com alta expressdao no tecido nervoso, figado e eritrécitos.
Ela catalisa a conversdo do radical superdxido (O»-) a oxigénio molecular (O;) e peroxido de
hidrogénio (H207). Até o momento, mais de 90 mutacdes nos cinco éxons deste gene foram
identificadas (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). A maioria dessas mutagdes guarda
relacdo com a ELA familiar autossomica dominante. Entre elas, duas, D90A e D96N, podem
causar tanto ELA dominante quanto recessiva (ANDERSEN et al, 1995; ORREL, 2000;
ROBBERECHT et al, 1996).

Mutacgdes na SODI1 foram documentadas em 195/916 familias apresentando
ELA autossomica dominante, evidenciando a participagdo da SOD1 em aproximadamente
21% (variando de 13 a 84%) dos casos de ELA familiar dominante (ANDERSEN et al, 1997;
AGUIRRE et al, 1999; JUNEJA et al, 1997; ORREL et al, 1997). A isto se acrescenta o
achado de heterosigose para SOD1 em 12% (2,5 a 25%) dos casos de ELA esporadica
aparente (N=112) (ORREL et al, 1997; ANDERSEN et al, 1996; MAJOOR-KRAKAUER et
al, 2003; PRAMATAROVA, 1995). O padrao de mutacdo na ELA esporadica assemelha-se
aquele da ELA familiar (RADUNOVIC e LEIGH, 1996). A ELA esporadica representaria
uma nova mutagdo de SOD1 ou uma penetrancia incompleta de uma muta¢do dominante nos
pais. Algumas muta¢des da SOD1 exibem um padrdo recorrente ou comportam-se como
mutacdes fundadoras, por vezes tendo uma distribuicdo universal. A mutacdo A4V, a mais

freqiiente de todas, ¢ encontrada somente em pacientes norte-americanos (ORREL, 2000).

Muitas mutacdes no gene da SOD1 comportam-se como dominantes, embora a
D90A possa ser herdada recessivamente. Uma mutacdo sem sentido, envolvendo a
transversdo de A por C, culmina com a substitui¢do do 4cido aspartico pela alanina no c6don
90, podendo causar a doenga tanto no estado homozigdtico quanto no heterozigotico
compostos com a mutacio D96A (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). A heranga recessiva
da mutacdo D90A ¢ isolada principalmente em familias escandinavas (ANDERSEN et al,
1995; ANDERSEN et al, 1997; ANDERSEN et al, 1996). Em outras partes do mundo, esta
mutacdo raramente causa ELA familiar autossomica recessiva e usualmente ocorre em

heterosigose (AGUIRRE, 1999; KHORIS et al, 2000; ROSEN et al, 2000). Na populagdo



escandinava setentrional, homozigotos para esta mutagdo apresentam fendtipo semelhante
para a doenga com inicio insidioso (média de idade de inicio de 44 anos, variando de 20-94).
A paresia ascendente lenta comeca distalmente nas extremidades inferiores € tem progressao
relativamente lenta (sobrevida média de 14 anos) (ANDERSEN et al, 1996). Na populagao do
norte da Suécia e da Finlandia, a mutagdo D90A responde por 9.6% (44/451) dos casos de
ELA (ANDERSEN et al, 1997) e um aumento de 10 vezes na freqiiéncia alélica foi observado
nesta populacdo (1-2%) (ANDERSEN, 1996). Um estudo de 26 arvores genealdgicas
recessivas para a mutacdo D90A demonstrou um mesmo haplétipo fundador em 20 delas
(AL-CHALABI et al, 1998). Embora varios fundadores tenham sido identificados em oito
pedigrees com mutacdo D90OA dominante, foi sugerida a existéncia de um fator de protecao
estreitamente relacionado a mutacdo SOD1 na populagdo escandinava setentrional, mais
homogénea geneticamente. Este fator poderia explicar a longa duracdo da doenga em

escandinavos.

A maioria das mutagdes em SOD1 ¢ do tipo sem sentido € ndo existe clara
correlagdo entre elas e a expressdo clinica da doenga - correlagdo genotipica-fenotipica
(ANDERSEN et al, 1997). Esta variacao inter e intrafamiliar dificulta um prognostico preciso
do curso da doenga. Caracteristicas clinicas, idade de inicio e sobrevivéncia variam
amplamente entre mutacdes diferentes e, inclusive, entre uma mesma muta¢do. A variacao
fenotipica compreende desde doenca rapidamente progressiva com sinais apenas do neurénio
motor inferior até doenga de progressdo muito lenta com sinais de comprometimento dos
neurdnios motores superiores e inferiores (IKEDA et al, 1995; ORREL et al, 1997).
Tipicamente, em uma familia com ELA de padrdo de heranga dominante e mutagdo D90A,
encontram-se manifestacdes entre a amiotrofia focal juvenil do braco até sintomas classicos
de ELA em outros parentes (ROBBERECHT et al, 1996). Foi at¢ mesmo descrita nao-
penetrancia para algumas mutagdes SODI1, incluindo as mutagdes 1113T, V4G, A767, G21L,
AI101A e G16S (DENG et al, 1995; JONES et al, 1995), embora a penetrancia em muitas
mutacdes SOD1 possa ser alta (85% a idade de 85 anos) em familias com ELA familiar (DE
BELLEROCHE et al, 1995).

Algumas mutagdes em SODI sdo freqlientemente associadas a “inicio
precoce” (G37R, L38V), “menor sobrevida” (A4V) ou formas relativamente “benignas” de
ELA (G37R, G41D, G93C e H46R) (JUNEJA et al, 1997; MAJOOR-KRAKAUER et al,
2003; RADUNOVIC et al, 1996). Contudo, estas associacdes devem ser utilizadas com



cautela para a prognose de casos individuais. A paralisia bulbar progressiva parece ser rara no
inicio da doenga em pacientes com ELA1, condi¢do uma vez descrita em uma paciente com
delecao de SOD1 (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). A variacdo extrema de sobrevida
dentro de algumas familias com ELA pode ter importancia no aconselhamento genético das
mesmas e levanta questdes biologicas fundamentais com relacdo a existéncia de outros fatores

de risco, genéticos e ambientais, modificadores da doenga.

Nao estd claro como as mutagdes em SODI1 causam a ELA. Uma vez que a
atividade enzimatica residual de SOD1 ndo guarda relagdo com a expressdo da doenca em
pacientes com a doenca, a perda de funcdo de SODI1 ndo ¢ provavelmente a causa da
degeneragao dos motoneuronios na ELA (RATOVITSKI et al, 1999). Reforga esta evidéncia
o fato de ndo ocorrer ELA em modelos murinos knockout (MAJOOR-KRAKAUER et al,
2003; REAUME et al, 1996). De fato, teoriza-se que mutagdes de SOD1 dominantes ajam
através de ganho de fungdo, produzindo proteinas SOD1 mutantes seletivamente toxicas para
motoneurdnios. A proteina mutante pode ser responsavel pela agregacdo intracelular de
neurofilamentos em neurdnios e astrdcitos, o que coincide com o inicio da doenga e aumenta

a medida que o distarbio progride (BRUIJIN et al, 1998).

Estudos em ratos transgénicos portadores de SOD1 mutante sugerem que a
expressdao de neurofilamentos influencia seletivamente a susceptibilidade dos motoneurd nios
e diminui a toxicidade da SOD1 mutante (ver se¢do abaixo sobre gene de neurofilamento).
Outras evidéncias apontam que a organizagdo dos neurofilamentos pode ndo ser essencial a
ELA mediada por SOD1 mutante (MAJOOR-KRAKAUER ET AL, 2003).

Outro efeito toxico das mutagdes de SOD1 pode envolver o aumento da
vulnerabilidade neuronal a mecanismos excitotoxicos oriundos da inativacdo seletiva do
transportador de glutamato, EAAT1 (KRUMAN et al, 1999; TROTTI et al, 1999) ou por
degeneragdao mitocondrial (JAARSMA et al, 2001). Um trabalho recente com ratos
transgé€nicos para SOD1 demonstrou que as proteinas SOD1 mutantes podem exercer seus
efeitos toxicos pelo decréscimo da atividade da calcineurina, uma enzima reguladora da
excitabilidade neuronal através do controle de canais i0nicos e da liberagdo de

neurotransmissores (FERRI et al, 2000; FERRI et al, 2001).

A deposicdo neurofibrilar e as inclusdes semelhantes ao corpusculo de Lewy

compdem o espectro patologico da ELA1 (RADUNOVIC et al, 1996; SHAW et al, 1997).



Inclusdes de neurofilamentos podem ocorrer em pacientes com as mutagdes A4V ou H48Q. E
importante mencionar ainda que a mutacdo I113T (a segunda mutagdo SOD1 mais comum)
parece predispor a extensiva deposicdo e distribui¢do multissistémica intraneuronal de
neurofilamentos. A detec¢do de SODI por técnicas imunoistoquimicas em inclusdes hialinas
corpusculo de Lewy-similes (IHCL) na medula espinhal de pacientes confirma a presenga da
enzima (KOKUBO et al, 1999; MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003; SHAW et al, 1997). Co-
localizagdo de Copper-chaperone ¢ SODI1 sugere interagdes especificas entre ambas na

formacao das IHCL (KATO et al, 2001).

2.3.1.2 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 2 (ELA 2)

A ELA familiar autossomica recessiva foi primeiramente descrita em uma
familia com unides consangiiineas na Tunisia, exibindo linkage para a regido cromossomica
2q33-34. Os sintomas ocorrem na primeira ou segunda décadas de vida e incluem
espasticidade progressiva dos membros e de musculos faringeos e faciais. A sobrevida ¢

relativamente longa, 15 a 20 anos (HENTATT et al, 1994).

O gene para a ELA?2 foi identificado em familias tunisianas e quaitianas, sendo
nomeado de alsin ou als2 (HADANO et al, 2001; HADANO et al; 2001; Yang et al, 2001). O
splicing deste gene produz transcrigdes curtas e longas. As dele¢des afetando a ambas levam
ao fenotipo ELA 2, embora dele¢des homozigotas do exon 9, atingindo somente a forma curta
da proteina, causem esclerose lateral juvenil primaria (ELJP). Esta ¢ ainda mais rara que a
ALS?2 e a sua apresentagdo fenotipica consiste em progressiva paraparesia espastica e paresia
de musculos orofaciais e oculares. Porém ha evidéncias de que gene alsin ndo € causa comum
de inicio, na idade jovem, de fendtipo tipo doenca do neur6nio motor superior na ELA
esporadica, e tampouco estd associado a fendtipo mais tipico (AL-CHALABI et al 2003;
HAND et al, 2003).

A expressao de alsin foi encontrada em células neuronais do cérebro e medula
espinhal de ratos. Como alsin possui dominios protéicos similares a plecstrina e guanine-
nucleotide exchange factors (GEFs), conhecidos por ativarem GTPases (hidrolases de

guanosina trifosfato). Portanto, alsin pode agir como regulador/ativador de GTPases modular



a interacdo de microtibulos, a organizagdo da membrana e o trafego neuronal. Foi também
proposto que a perturbagdo na dindmica endossomial causada pela perda do dominio
funcional da proteina ELA 2 que confere atividade a RABS5 GEF pode servir de base para

disfungdo e degeneragdo em varias doengas do neurdénio motor. (OTOMO et al, 2001).

Um estudo identificou trés genes na regido critica de ALS2: ALS2CRI,
ALS2CR2 e ALS2CR3 (HADANO et al, 2001). O gene ALS2CR2 codificou uma proteina
denominada IPILP (interacting protein ILP). A IPILP potencializa a atividade anti-apoptdtica
através de membros da familia JNK (SANNA et al, 2002). O gene ALS2CR3 expressa uma
proteina denominada de Grif 1. A Grifl murina foi encontrada em associagdo a subunidades
de receptor GABA-A. A forma imobilizada de Grif 1 precipitou as subunidades alfa-1 e beta-
2 do receptor GABA-A em extrato detergente de cérebro murino (BECK et al, 2002).

2.3.1.3 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 3 (ELA 3)

A maioria das formas autossdomicas dominantes de ELA familiar ndo possuia
um locus identificado, sendo denominadas genericamente de ELA 3 (SIDDIQUE et al, 1991).
20 membros de uma grande familia européia com ELA autossdmica dominante de inicio na
idade adulta sem linkage para o cromossomo 21 foram investigados. Nessa familia a doenca
foi mapeada no cromossoma 18q21, concluindo os autores que esta mutagdo pode ser a causa

mais freqiiente de ELAF (HAND et al, 2003).

2.3.1.4 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 4 (ELA 4)

Uma segunda forma de ELA familiar de inicio precoce (idade média de inicio
de 17 anos) e progressao lenta sem envolvimento bulbar foi localizada no 16cus 9934 em uma
grande familia. Os pacientes apresentam inicialmente disbasia, seguida de paresia e atrofia
das mdos e membros inferiores. A paresia ¢ intensa aos 40 ou 50 anos, com perda completa da

fungio do membro na sexta década. A histopatologia encontra-se degeneragio das raizes



dorsais, dos nucleos denteado, gracil e olivar inferior (RABIN et al, 1999). Para identificar a
base molecular da ELA4, 19 genes foram identificados dentro da regido critica descrita por
estudos de linkage, sendo detectadas trés mutagdes sem sentido no gene da senataxina
(SETX). As observacdes na ELA4 sugerem que o gene SETX pode causar neurodegeneragao
por meio da disfungdo da atividade de helicases ou em outros passos do processamento de

RNA (CHEN et al, 2004).

2.3.1.5 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 5 (ELA 5)

Esta forma de ELA autossOmica recessiva ¢ clinicamente semelhante a ELA2
(HENTATI et al, 1997). A ELAS pode ser a forma mais prevalente de ELA recessiva e foi
encontrada em diferentes grupos étnicos (norte-africanos, sul-asiaticos e europeus). O 16cus
da ELAS foi mapeado para o cromossomo 15ql15.1-g21.1, mas o gene nao foi ainda

identificado (HENTATI et al, 1997).

2.3.1.6 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 6 (ELA 6)

Um novo loécus para a ELA, designado ELA6, com 38Mb no cromossoma
16p12.1-1692 (SAPP et al, 2003), foi identificado, por meio de andlise de linkage, em um de
18 pedigrees norte-americanos com ELA sem evidéncia de mutagdo no gene SOD1. Um locus
putativo para ELAG6 foi identificado em familias com ELA do Reino Unido sem mutagdes no
gene SODI1 no cromossomo 16q12.1-16q12.2 (ABALKHAIL et al, 2003). Em duas grandes
familias européias sem mutacdoes SODI1, submetidas a analise, foi encontrado linkage para
marcadores no cromossomo 16q12 com 4.5 Mb contendo 18 genes e outros 70 genes

possiveis. (RUDDY et al, 2003).



2.3.1.7 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 7 (ELA 7)

Foram estudadas 16 familias americanas, nas quais nao foram encontradas
evidéncias de mutacdes no gene SOD1. Um novo lécus para a doenga foi identificado no

cromossomo 20p13 (SAPP et al, 2003).

2.3.1.8 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA tipo 8 (ELA 8)

O locus do gene da ALS8 foi mapeado no cromossomo 20q13.3 em uma
familia de brasileiros caucasianos na qual 26 membros em trés geragdes apresentaram
sintomas ¢ sinais neuroldgicos compativeis com ELA de progressdao lenta. Os sexos eram
afetados igualmente e o inicio das manifestagdes clinicas da doenga ocorria entre 31 e 45
anos, com morte causada por faléncia respiratoria. 12 membros foram examinados. Todos
tinham sinais de disfuncdo do neur6nio motor inferior e cinco apresentavam sinais de
comprometimento bulbar. Foi realizada a andlise linkage na familia brasileira com ELA
atipica, sendo excluidos todos os outros loci anteriormente descritos. Encontrou-se um novo
l6cus designado posteriormente de ELAS, contando com 2.7 Mb entre os marcadores
D20S430 e D20S173 no cromossomo 20q13.33. A ELAS deve ser uma forma distinta daquela
mapeada no fim do brago curto do cromossoma 20, designada aqui por ELA7 (NISHIMURA
et al, 2004).

Descobriu-se que a disfungdo autossomica dominante com progressao lenta na
familia brasileira era provocada por uma mutacdo sem sentido no gene VAPB (vesicle-
associated membrane protein/synaptobrevin-associated membrane protein B). Posteriormente,
a mesma mutacdo foi encontrada em outros seis pedigrees nos quais 0s pacientes
apresentavam cursos clinicos diferentes, como ALSS, atrofia muscular espinhal e ELA tipica
de progressao rapida. Embora nio tenha sido possivel ligar genealogicamente essas familias, a
analise haplotipica sugeriu efeito fundador. As proteinas associadas as vesiculas sdo proteinas
intracelulares de membrana que se associam com microtiibulos e t€ém funcao de transporte na
membrana. Os dados sugeriram que a variabilidade clinica da doenga poderia ser causada pela

disfun¢do do trafego de membrana intracelular. (NISHIMURA et al, 2004) .



2.3.1.9 Taupatias

ELA 1, ELA 4 e ELA 6 representam formas puras de ELA familiar dominante.
Porém a ELA pode fazer parte de uma neurodegeneragdo multissistémica, incluindo as
taupatias e a combinacdo de ELA com complexo deméncia-parkinsonismo (CDP). Mutagdes
no gene tau sao associadas com fenotipo clinico que consiste em deméncia frontotemporal,
doenca de Pick, degeneracdo corticobasal e paralisia progressiva supranuclear. Este fenotipo
apresenta variabilidade entre familias diferentes e dentro de uma mesma familia (BIRD et al,
1999; MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003; STANFORD et al, 2000; SPILLANTINI et al,
2000; WILHELMSEN et al, 1994). A abundancia de sintomas clinicos sugere que a patologia
Tau possa ter papel importante em um vasto nimero de doengas neurodegenerativas,
incluindo ELA, na qual ocorre deposito de neurofilamentos constituidos principalmente de
proteina Tau hiperfosforilada. As mutagdes Tau foram primeiramente reconhecidas no
complexo deméncia frontotemporal-parkinsonismo — CDFTP (HUTTON et al, 1998;
WILHELMSEN et al, 1994). CDP ¢ caracterizado por heranca autossomica dominante de
distirbios comportamentais, dislalia and perda de memoria, enquanto a amiotrofia € o
parkinsonismo podem ocorrer tarde no curso da doenca. A prevaléncia de CDFTP ¢ estimada
em 2,8/100.000 habitantes no grupo de idade de 60-70 anos (STEVENS et al, 1998). A
proporcao de familias com mutagdo no gene Tau varia de 13 a 40% (POORKAJ et al, 2001;
RIZZU et al, 1999).

No CDFTP, as mutagdes Tau afetam o alternative splicing do exon 10 do gene
Tau, conduzindo a um excesso de isoformas Tau tetra-repetidas. O efeito da tetra-repeticdo de
proteina Tau poderia reduzir a ligacdo da Tau aos microtubulos axonais, o que poderia
explicar o aumento de proteina Tau hiperfosforilada, levando a axonopatia central e periféica
que culmina com morte neuronal e amiotrofia (GOEDERT et al, 1998; HEUTINK, 2000;
ISHIHARA et al, 1999; PROBST et al, 2000).

O parkinsonismo de Guadalupe ¢ também considerado uma Taupatia em vista
da acumulagdo de proteinas Tau, principalmente no mesencéfalo. Embora nenhuma mutagao
Tau tenha sido encontrada, todos os casos sdo homozigotos para o haplotipo Tau H1
(CAPARROS-LEFEBVRE et al, 2002). O polimorfismo Tau CA36663 esta associado com

ELA e complexo deméncia-parkinsonismo de Guam, indicando que Tau ndo ¢ causa dessa



doenca, mas provavelmente age como gene de susceptibilidade (POORKAIJ et al, 2001;
SCHMIDT et al, 2001).

2.3.1.10 Esclerose Lateral Amiotréfica com Complexo Deméncia Frontotemporal-

parkinsonismo

O fenotipo clinico da esclerose lateral amiotréfica familiar (ELAF) pode
consistir em ELA pura, degeneragdo multissistémia nas taupatias e na ELA associada a
parkinsonismo e deméncia. Algumas mutagdes de SOD1 podem causar ELA associada a
deméncia, como observado em uma familia com a mutagdo A76T (ANDERSEN et al, 1997).
O parkinsonismo ¢ menos observado, sugerindo toxicidade reduzida das mutagdes SODI
sobre os neurdnios dopaminérgicos do trato nigroestriatal (PRZEDBORSKI et al, 1996). A
ELA de Guam ¢ caracterizada pela co-ocorréncia de parkinsonismo, deméncia e sinais de
comprometimento do motoneurdnio. A andlise do gene SOD1 isolou nesta doenga a mutacao
I113T em dois pacientes sem grau de parentesco de uma amostra de 23 selecionados na

penisula de Kii no Japao (KIKUGAWA et al, 1997; MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).

Outros genes predisponentes a neurodegeneracao relacionada a idade também
podem contribuir para a ELA. Mutagdes no gene Tau causam uma variada sintomatologia,
como demonstrado recentemente no CDFTP (BIRD et al, 1999; CLARK et al, 1998;
DUMANCHIN et 1998; HUTTON et al, 1998; WILHELMSEN et al, 1994) e na paralisia
familiar supranuclear atipica progressiva (STANFORD et al, 2000), considerando que o
complexo ELA-deméncia frontotemporal esta ligada ao cromossomo 9q (HOSLER et al,
2000). Porém, esses ndo respondem por toda a agregacdo familiar da ELA, deméncia e

parkinsonismo (ROSSOR et al, 2000).

Estudos epidemioldgicos revelaram agregagao da ELA classica, deméncia e
parkinsonismo, sugerindo que fatores genéticos comuns podem colaborar para as trés
condigdes. Notou-se, em um estudo de caso controle, significante aumento do risco de
deméncia e parkinsonismo em parentes de primeiro e segundo grau de pacientes com ELA
(MAJOOR-KRAKAUER et al, 1994; MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). A incidéncia

cumulativa de deméncia para a idade de 90 anos foi expressivamente maior (15%) em



parentes de pacientes com ELA que nos parentes dos controles. Também ¢ importante relatar
que os familiares de pacientes com ELA t€m um risco de 7% de desenvolverem
parkinsonismo, o dobro do risco dos familiares dos controles (MAJOOR-KRAKAUER et al,
1994). Dados epidemiologicos também indicam uma excessiva coocorréncia de deméncia e
parkinsonismo nas familias dos pacientes com ELA: pacientes com ELA esporadica
apresentam probabilidade 12 vezes maior de terem parentes com parkinsonismo, se tiverem
deméncia, que aqueles cuja histéria familiar seja negativa para essa condicdo (MAJOOR -
KRAKAUER et al, 2002). Essa agregacao expressiva reflete provavelmente susceptibilidade

genética para a neurodegeneracdo generalizada.

Além dos 5 loci descritos acima, muitos outros genes estdo envolvidos na
ELA, deméncia e/ou parkinsonismmo. A doen¢a de Machado-Joseph mostra amiotrofia
associada a parkinsonismo e sintomas espinocerebelares resultantes e € causada por expansao
de trinucleotideos no gene SCA3 do cromossomo 14. Outros exemplos de disfungdes
genéticas com sintomas piramidais e extrapiramidais sdo a agregacao familiar de doenca do
neurdnio motor, mal de TIC, parkinsonismo decorrente de neuroacantose ¢ uma forma de
parkinsonismo e amiotrofia de heranga autossomica dominante (MAJOOR-KRAKAUER et
al, 2003; RUBIO et al, 1997). O complexo ELA-deméncia familiar foi relatado em algumas
familias, incluindo as de amish. Uma ultima forma de ELA foi descrita; trata-se de uma forma
juvenil, com longa sobrevida (de 9 a 27 anos) e variavelmente acompanhada de deméncia
(OTERO, 1998). Outro complexo ELA-deméncia mostra um padrdao de heranga autossomica
dominante. A ocorréncia familiar de ELA com deméncia, parkinsonismo ou outros sintomas
neurologicos ¢ observada num crescente numero de doencas neurodegenerativas
multissistémicas, incluindo doenca de Huntington ou distrofia neuroaxonal (MAJOOR -
KRAKAUER et al, 2003). Por isso, a histéria familiar de doentes com ELA deveria ser
analisada com detalhes, ndo somente com foco na ELA, mas também atentar para

antecedentes de parkinsonismo e demeéncia.

2.3.2 Genes de Susceptibilidade

Considerando que as mutagdes nos genes da ELA ocorrem em pacientes portadores da forma

familiar e esporadica, mais de 10% dos casos podem ser provavelmente explicados por



multiplas formas autossdmicas dominantes ou recessivas. Como ainda ndo existem evidéncias
para nenhuma causa ambiental especifica para ELA familiar e esporadica, sugere-se que
muitos casos da doenga sejam resultado da interagdo de varios genes e fatores ambientais.

Descrevem-se aqui alguns dos genes potenciais no desenvolvimento da ELA.

2.3.2.1 Neurofilamentos

O acumulo anormal de filamentos intermediarios no pericario € nos axonios
motores proximais ¢ um marco patologico da ELA, sugerindo que as anormalidades na
organiza¢do de neurofilamentos podem contribuir na patogénese da doenga (MAJOOR -
KRAKAUER et al, 2003). Os neurofilamentos sdo o principal tipo de filamento intermediario
expresso por neurdnios motores. Eles sdo formados pelo acoplamento de trés subunidades: as
subunidades leve (NF-L), média (NF-M) e pesada (NF-H). A NF-L ¢ necessaria para o
acoplamento das trés subunidades, enquanto a NF-M e NF-H formam liga¢cdes com outros
filamentos nos axonios (JULIEN, 1999). A periferina, outro filamento intermedidrio, esta
associada a esferdides axonais na degeneracdo de motoneurdnios de pacientes com ELA
(MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). Ratos transgénicos com sobreexpressdo de periferina
desenvolveram doen¢a do neur6nio motor de inicio tardio (BEAULIEU et al, 1999;
ROBERTSON et al, 2001). Nao esta claro se a o acamulo de FI (filamentos intermediarios) ¢
uma caracteristica secundaria da neurodegerancdo associada a ELA ou se ¢ a causa primaria

da doenga.

Relatou-se uma delecao (228delC) 1-db no exon 1 do gene da periferina
(PRPH), resultando em uma proteina truncada de 85 aminoacidos. A mutacdo nao foi
observada em 190 controles normais. A paciente, do sexo feminino, abriu o quadro aos 60
anos e faleceu cinco anos apds. Estudos de expressdo in vitro apontaram que uma mutagao
228delC causou uma diminuicdo da imunorreatividade da periferina. A co-transfec¢do de
periferina mutante junto a filamentos de cadeia leve aumentou a expressdo de periferina,
assim como a instabilidade da rede de neurofilamentos. Os autores concluiram que mutagdes
no gene da periferina podem responder por uma pequena parcela dos casos de ELA e que a
desorganizacdo dos neurofilamentos contribuiria para a patogénese da doenga (GROS-LOUIS

et al, 2004).



Multiplas evidéncias sugerem que os genes de neurofilamentos tém um papel
na patogenia. Em primeiro lugar, alelos variantes de NF-H foram encontrados em 1% de
1.300 pacientes com ELA esporadica e em 0,3% de 295 casos de ELAF, mas ndao em DNA-
controle (AL-CHALABI et al, 1999; CLEVELAND, 1999; FIGLEWICZ et al, 1994;
MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003), embora, seja observada atrofia de motoneurdnios em
ratos sobreexpressando a forma selvagem de NF-H (COLLARD et al, 1995; XU et al, 1993).
Em segundo lugar, estudos de hibridizagdo in situ revelaram consideravel redugdo dos niveis
de RNAm de NF-H em doentes de ELA com degeneragdo de motoneurdnios espinhais
(MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). Corrobora para a importancia do papel da NF-H a
observacdo de que sua deficiéncia acelera os sinais de motoneurénio nos ratos

sobreexpressando periferina (BEAULIEU et, 1999).

Um estudo brasileiro avaliou quantitativa e qualitativamente a presenca de
neurofilamentos e encontrou indicios de que o aumento da concentragdo destes elementos nos
neuronios contribui para a vulnerabilidade seletiva destas células e que os neurofilamentos de

cadeia pesada podem ter um papel crucial na etiologia da ELA (MENDONCA et al, 2005).

Foram demonstrados, em pesquisa americana, efeitos benéficos da remocao de
neurofilamentos longos e multifosforilados (intermediarios e pesados) dos axonios. Com isto
aumentou-se a taxa liquida de movimentacdo no transporte axonal lento. Mutagdes em sitios
especificos destinadas a produzir neurofilamentos ndo-fosforilados ou mimetizar fosforilagao
constitutiva mostram acelerar e retardar, respectivamente, o transporte no axénio. Enfim, a
remocao estimularia o transporte neuronal anterégrado na doenga por mutagdo SODI1, pois

propiciaria um axoplasma mais flexivel (LOBSIGER et al, 2005).

Além disso, uma muta¢cdo na NF-L foi detectada em uma familia com doenga
de Marie-Charcot-Tooth tipo 2 (MERSIYANOVA et al, 2000). Importa também citar que
modelos murinos mutantes para o gene da NF-L desenvolvem severa degeneracao

neuromotora axonal e do pericario (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003; XU et al, 1993).

A presenga de acumulo anormal de neurofilamentos na ELAF associada a
mutacdo SOD1 (SHAW et al, 1997) em ratos expressando SOD1 endossa o envolvimento de
neurofilamentos na patologia da ELA 1. Surpreendentemente, experimentos com ratos

transgénicos para SODI1 mostram que tanto a auséncia de neurofilamento NF-L (causando



deplecao axonal de FI e decréscimo da condutividade axonal) quanto a sobreexpressao de NF -
H (causando aumento de FI no pericario) podem gerar diminui¢do da susceptibilidade e
aumento da sobrevida nos motoneurdnios (COILLARD-DESPRES et al, 2000; JULIEN,
1999; KONG e XU, 2000). Esses estudos também mostraram que a periferina constitui
agregados axonais e do pericario (NICHOLSON et al, 2000).

Em conclusdo, as variantes de FI sdo provavelmente fatores modificadores da
ELA esporadica e como tal poderiam modular a expressdo da doenca na ELA relacionada a

SODI1.

2.3.2.2 Genes de Excitotoxicidade

O termo excitotoxicidade refere-se a um fendmeno no qual a ativacio
excessiva ou prolongada de receptores de aminodcidos excitatérios culmina em dano e,
eventualmente, em morte dos neurénios envolvidos. A ativagdo desses receptores leva a
despolarizagdo e excitagdo neuronal e ¢ normalmente transitoria. A lesdo excitatoria de
células neuronais parece ser mediada por elevacdes sustentadas dos niveis intracelulares de
calcio. Reforca esta hipdtese, o achado de que altos niveis da proteina ligadora de calcio
paralbumina retarda a degeneracdo dos neuronios motores em ratos transgénicos para SODI e
sobreexpressando paralbumina (BEERS et al, 2001; LIN, 1998). Tal mecanismo esta
implicado na patogénese da ELA e baseia-se em varias observagdes. Os niveis de glutamato,
0 maior neurotransmissor do sistema de neur6nios motores, estdo elevados no liquido
cérebro-espinhal de pacientes com ELA (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003), quando se
sabe que, em geral, os transportadores de glutamato estdo diminuidos no cérebro e medula
espinhal de pacientes com ELA (ROTHSTEIN et al, 1992). Os neurénios motores sao
vulneraveis a excitotoxicidade mediada pelo receptor de glutamato acido propidnico a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxasole (AMPA) e a ingestdo de excitotoxinas pode contribuir na
patogénese da ELA associada ao complexo deméncia- parkinsonismo de Guam (MAJOOR-
KRAKAUER et al, 2003). O riluzole, uma droga antiglutamato, ¢ atualmente a tUnica

medicacdo que mostra algum efeito terapéutico na ELA.

A despolarizagdo da membrana neuronal apds ativacdo de receptores de calcio

voltagem-dependentes permite o influxo desse ion para a célula. A ativacdo excessiva de



receptores de glutamato, causando morte celular via elevacao intracelular de calcio, pode ser
um dos mecanismos de doenga do neurdnio motor. O glutamato também pode induzir a
neurodegenacao, elevando a expressdao de RNAm Tau e de proteinas Tau fosforiladas, como
observado em cultura de neurénios (COURATIER et al, 1995; MAJOOR-KRAKAUER et al,
2003). Decréscimo do transporte de glutamato pode provocar elevada concentragdo sinaptica
deste receptor. Uma das quatro proteinas transportadoras de glutamato, a isoforma EAAT2,
esta envolvida na manutengdo de niveis extracelulares desse neurotransmissor abaixo

daqueles toxicos para o sistema nervoso.

Em 60% dos casos de ELA esporadica, uma perda de 30 a 95% da atividade da
isoforma EAAT?2 foi documentada no cortex motor e na medula espinhal, mas ndo em outras
regides do cérebro (LIN et al, 1998; MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). A presenca de
variantes de transcritos de RNAm de EAAT?2 ndo poderia ser explicada por mutagdo do gene
EAAT2 (JACKSON et al, 1999; MEYER et al, 1998). Portanto outros mecanismos devem
responder pelos baixos niveis de EAAT2. As mutagcdes de SODI podem explicar
parcialmente os niveis diminuidos de EAAT2 na ELA (TROTTT et al, 1999, KRUMAN et al,
1999).

2.3.2.3. Apolipoproteina E

A freqiiéncia do genétipo da apoliproteina E (ApoE) €2, €3 e ¢4 na ELA
esporadica e familiar ndo ¢ diferente da encontrada na populacdo geral, portanto, excluindo a
s mutagdes ApoE como causa primaria da ELA. Por outro lado, o gendtipo ApoE tem sido
apontado em alguns estudos como tendo efeito sobre a idade de inicio e apresentagdo clinica
de ELA esporadica. O genotipo €3/e3 pode prolongar a sobrevida em pacientes com ELA,
enquanto o alelo €4 pode predizer uma idade de inicio mais precoce . Uma propor¢ao
significantemente maior de pacientes com ELA e genotipo €3/e3 tinha sintomas bulbares,
enquanto o gendtipo €2/e3 parecia predispor a doenca de inicio pelos membros. Assim, um
papel protetor foi conferido aos alelos €2 e €3, tal qual na doenca de Alzheihmer, e uma

influéncia deletéria foi sugerida para o alelo ¢4 (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).



O mecanismo exato do efeito deletério de €4 ¢ desconhecido, mas pode
simplesmente resultar da falta dos alelos €2 e €3. Os produtos dos genes ApoE &2 e €3 t€ém
residuos de cisteina importantes na detoxificacdo de um produto de peroxidacao lipidica, 4-
hidroxi-nonenal (HNE), que causa apoptose e estd aumentado na medula espinhal de
pacientes com ELA. Os produtos do gene €4 ndo contém residuos de cisteina, logo carecem
de agdo protetora contra apoptose mediada por HNE. Isto poderia explicar a relagdo entre
estes genotipo ApoE e a susceptibilidade para neurodegeneracdo (PEDERSEN et al, 2000).
Contudo, outros estudos ndo confirmam a relagdo entre o alelo €4 e inicio precoce, menor
sobrevida e presenga de sintomas bulbares no inicio da ELA (MAJOOR-KRAKAUER et al,
2003). Assim também para pacientes com ELA e CPD de Guam nenhuma associa¢do foi

encontrada com os alelos ApoE (CHEN et al, 1996; WARING et al, 1994).

2.3.2.4 Fator Neutrofico Ciliar (FNTC)

Niveis diminutos de FNTC nos neurdnios motores na medula espinhal podem
contribuir para o desenvolvimento de ELA, o que se baseia em vdrias linhas de evidéncia. Em
primeiro plano, baixos niveis de FNTC foram identificados em neur6nios de pacientes com
ELA (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). Em segundo, abolicdo da expressdo génica de
FNTC em ratos knock out para este gene ocasionaona neurodegeneragao progressiva (MASU
et al, 1993). Em terceiro, a freqiiéncia do estado homozigoto para a mutagdo no gene do
FNTC estd levemente aumentada nos pacientes com ELA esporadica (MAJOOR-
KRAKAUER et al, 2003). A heterosigose para o gene FNTC ndo estd elevada na ELA e o
papel do FNTC na ELA parece ser modesto (TAKAHASHI et al, 1994). Além disso, em um
estudo mais recente com uma amostra de 400 pacientes com ELA, 351 dos quais com ELA
esporadica e 49 com ELA familiar e mutagdo homozigdtica para o gene SODI1, ndo foram
verificadas diferencas na idade de inicio, apresentacdo clinica, taxa de progressao e tempo de
duracdo da doenca naqueles com uma ou duas copias do alelo nulo, sugerindo que o FNTC

nao modifica de forma importante a ELA.



2.3.2.5 Debrisoquina Hidroxilase Citocromo P450

O polimorfismo protéico no gene da proteina debrisoquina hidroxilase
citocromo P450 (CYP2D6) responde por taxa diminuta de metabolismo de toxinas exdgenas,
tornando-se um dos fatores de risco para doenca de Parkinson (SMITH et al, 1992). Trés
estudos mencionaram o alelo b da CYP2D6 como fator de risco para ELA. Um estudo ndo
revelou associacdo entre este alelo e a ELA dentre 50 pacientes com a doenga e controles
(JAMES et al, 1994). Um segundo estudo apresentou aumento significativo da freqii€ncia do
alelo CYP2D6 b em 50 pacientes (SIDDONS et al, 1996). Nos Chamorros a freqiiéncia deste
alelo mutante ¢ mais alta que em caucasianos. Mas nenhuma diferenca foi descrita entre a
popula¢do de chamorros saudéaveis e pacientes com ELA e CDP de Guam (CHEN et al,
1996).

2.3.2.6 Endonuclease Apurinica e Apirimidinica (APEX)

Como niveis reduzidos da enzima de reparo do DNA endonuclease apurinica
apirimidinica foram detectados no cortex frontal de pacientes com ELA, acredita-se que esta
alteracdo seja um fator de risco (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). Dois estudos sustentam
esta hipotese: as mutagdes foram encontradas em 4 de 117 pacientes com ELA esporadica e
quatro de nove pacientes com ELA, mas ndo em controles (HAYWARD et al, 1999;
MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). A EAA também deve ter um papel no complexo
parkinsonismo-deméncia de Guam em razdo da sua interagdo com um metabolito da Cicasina
(metilazoximetanol-MAM), uma gene-toxina potencial na ELA de Guam, que leva a baixas
concentracdes e atividade reduzida da EAA (ESCLAIRE et al, 1999). Embora as mutagdes no
gene da EAA nao contribuam para uma grande propor¢ao de casos, o papel na lesdo do DNA

pode ser importante.



2.3.2.7 Metabolismo Mitocondrial (COX)

Acumulam-se evidéncias de disfungcdo mitocondrial tanto adquirida quanto
herdada na ELA. A disfun¢do mitocondrial foi detectada em bidpsias musculares de pacientes
com ELA (BEAL, 2000), assim como um aumento da lesdo oxidativa a autopsia do sistema
nervoso central de doentes com ELAF e ELA esporadica (BOWLING et al, 1993; MAJOOR -
KRAKAUER et al, 2003). A vacuolizagdo mitocondrial ¢ uma caracteristica patologica
precoce em ratos mutantes para o gene SODI, sugerindo que o leakage e a translocagdo na
mitocOndria possa ser um evento primario, levando a maior degenera¢dao (JAARSMA et al,
2001). Adicionalmente, foram relatados na ELA mutacdes no DNA mitocondrial (DNAmt),
como delecdes ou deplecdo (VIELHABER et al, 2000), e a mutacdo da subunidade 1 da
oxidase do citocromo C codificado pelo DNAmt (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).
Disfungdes mitocondriais podem ser causadas também por niveis diminuidos de manganase
superoxido dismutase mitocondrial (SOD2). Esta enzima mitocondrial ¢ codificada por um
gene nuclear no cromossomo 6. Ademais, foi descoberta uma muta¢ao Ala9Val na SOD2 em
alguns pacientes com ELA esporadica (VAN LANDEGHEM et al, 1999). Nao obstante,
ocorre em ratos knockout para SOD2 degeneracdao nos ganglios da base, bem como disturbio
motor progressivo com paresia (LEBOWITZ e PEDERSEN, 1996). Em adic¢do, neuronios
murinos com niveis diminuidos de SOD1 cultivados sdo mais sensiveis a neurotoxicidade do
glutamato que aqueles com atividade de SOD2 intacta (LI et al, 1998). E ainda, a disfungdo de
SOD2 exacerba a expressdo da doenga em ratos transgénicos para SOD1 (MAJOOR-
KRAKAUER et al, 2003).

2.3.2.8 Dinactina 1 (DCTN1)

O gene da Dinactina 1 foi mapeada no cromossoma humano 2pl3
(KORTHAUS et al, 1997). A interacdo dineina-dinactina ¢ provavelmente um componente

essencial para o transporte axonal de vesiculas e organelas (HOLZBAUR e TOKITO, 1996).



Foi relatada uma troca tnica de base no gene da DCTN 1 em uma familia
norte americana com doenca do neur6nio motor inferior autossomica dominante sem
alteracdes sensoriais, resultando na substitui¢do de uma serina por uma glicina na posi¢ao 9
nos membros afetados. A substituicdo G59S ocorreu em uma subunidade altamente
conservada de dinactina com ligacdo direta a microtubulos. A dinactina ¢ essencial para o

transporte retrogrado de vesiculas e organelas nos microtibulos (PULS et al, 2003).

Mostrou-se em dois irmdos com ALS provavel heterosigose para a transi¢ao
3153C-T no exon 20 do gene da dinactina, resultando em uma substituicao de arg785 por trp
(R785W). A paciente apresentou inicialmente envolvimento dos membros superiores aos 55
anos, enquanto um irmao abriu o quadro com inicio bulbar aos 64 anos. A irma e a mae
assintomaticas eram portadoras da mesma mutacdo, o que sugere penetracdo incompleta. A

mutacao nao foi identificada em 150 controles (MUNCH et al, 2004).

2.3.2.9 Outros Genes Candidatos

Foram propostos varios genes candidatos para ELA, seja como uma doenca
monogénica ou multifatorial. Apesar da SODI1 estar envolvida na ELA por meio de
mecanismos ndo relacionados a atividade anti-oxidante, incluem-se entre os genes adicionais
aqueles importantes na remog¢do de radicais livres. A proteina citosolica copper-chaperone
para superdxido desmutase (CCS) medeia o aporte de cobre para SOD1. Experimentos em
ratos knockout para CSS mostraram redu¢do marcante da atividade de SODI, sugerindo o

papel da CCS na ELA (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).

A associacgdo entre o alelo B da monoamino oxidase (MAO-B), um gerador de
radicais livres, com o inicio tardio de ELA, evidencia influéncia no dano oxidativo na ELA
(ORRU et al, 1999). O gene Bcl-2, codificante de uma proteina inibidora de apoptose, pode
estar implicado na ELA, uma vez que ele atenua a neurodegeneracdo em modelos de ELA
mediados por SOD1 (VUKOSAVIC et al, 1999). A medula espinhal de pacientes com ELA
apresentam expressdo aumentada do fator de transcricdo do RNAm c-jun, que, evidentemente,
pode estar correlacionado ao processo neurodegenerativo da ELA (JAARSMA et al, 1996;
VIRGO e DE BELLEROCHE, 1995).



Outros genes candidatos pertencem ao grupo daqueles associados a ELA e
linfoma (GORDON et al, 1997; MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). E possivel que a regido
no brago longo do cromossomo 22, préxima aos genes de neurofilamentos, contenha varios
genes potencialmente moduladores da susceptibilidade a ELA: o grupo sangiiineo fendtipo P2
¢ sobre-representado dentre os pacientes com ELA (43% dos veteranos americanos com ELA,
mais que o dobro do esperado), e aparece freqlientemente nos indios Chamorros das ilhas de
Guam e Saipan. O grupo sangiiineo P2 ¢ igualmente freqliente na populacdo da Suécia
setentrional, onde a mutacdo D90A prevalece (AL-CHALABI et al, 1998; MAJOOR-
KRAKAUER et al, 2003). A grande similaridade estrutural entre P2 e gangliosidio GM1
poderia explicar as caracteristicas imunologicas tipicas de pacientes com ELA, como o
aumento de anticorpos imunoglobulina M (IgM) contra o gangliosidio GM1 por reagdo
cruzada com os antigenos do grupo sangiiineo do sistema P (MAJOOR-KRAKAUER et al,
2003).

Outros genes podem interferir na predisposicdo a ELA. Sdo eles, o gene da
cadeia B do receptor de Interleucina 2, localizado em 22q12.2-q12 ( que ¢ um lécus para
outras neoplasias do sistema linféide) e o gene do fator inibitorio da leucemia (FIL) em
22q12.1-q12.2 (GIESS et al, 2000). Recentemente, ratos knockout para elemento de resposta
a hipoxia (ERH) do gene do fator endotelial de crescimento vascular (FCEV) desenvolveram

uma condi¢do similar a da ELA, mas as muta¢des em FECV ainda ndo foram detectadas na

ELA humana (OOSTHUYSE et al, 2001).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Ha fortes evidéncias de interacdo entre genes ou entre seus produtos em ratos
duplamente transgénicos. O efeito prejudicial seletivo dos genes mutados na ELA indica a
interagdo entre genes especificamente expressos em neurdnios. Por outro lado, ndo se exclui a

deficiéncia especifica de protecdo neuronal contra os efeitos prejudiciais dos genes da ELA

(MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).



Experimentos recentes demonstraram efeito de modificacdo reciproco entre
genes da ELA (genes da SODI, neurofilamentos, excitotoxicidade e mitocondriais). O efeito
genético de modifcagdo pode resultar de uma interagdo entre produtos génicos (interagdao
entre proteinas). Porém, é plausivel que produtos génicos alterados modulem a expressdo

génica - interagdo proteina-gene (NEWBERRY e ABBOTT, 2001).

Modelos murinos transgénicos comprovaram que mutacdes nos genes de
neurofilamentos retardam a ELA mediada por SODI1. O efeito interativo entre genes pode
também aumentar a neurodegeneracdo, como na elevagdo da vulnerabilidade a
excitotoxicicidade observada nas mutagdes SOD1, na sobre-regulacdo do gene Tau pela
toxicicidade do glutamato e na alta prevaléncia do raro grupo sangiiineo P2 nos habitantes
nativos de Guam e na populagdo escandinava, na qual a mutacdo SODI causa uma rara forma

recessiva de ELA1 (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).

Suspeita-se de uma interagdo gene-ambiente, quando um fator de risco
ambiental especifico modula o risco para uma doenga em pessoas com susceptibilidade
genotipica. Deve-se considerar o controle exdgeno da expressdo genotipica como uma causa
possivel de neurodegeneragdo, sobretudo na ELA de Guam. A observacdo de que o acimulo
de neurofilamentos (um marco patologico na ELA de Guam e do CPD) freqiiente na
populag¢do indigena Chamorro de Guam, na qual o consumo alimentar de sementes da
palmeira Cicade ¢ alto, corrobora para a hipdtese de que a ingestdo de sementes de cicade,
para um subgrupo especifico desta populacdo com predisposi¢do genética para acimulo de

neurofilamentos, possa ser mais danosa (MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003).

A prevaléncia do polimorfismo do gene Tau na populacdo de Guam, distinto
das mutagdes slice site na FTDP-17 (POORKAJ et al, 2001), ¢ a observagdo de que a cicasina
pode causar sobre-expressdao persistente de RNAm Tau (ESCLAIRE et al, 1999), sugerem
que o polimorfismo tau pode aumentar a susceptibilidade a expressao de tau modulada pela
cicasina. Ainda, o polimorfismo especifico do gene CYP2D6, mais freqiliente na populacdo de
Chamorro, pode elevar a suceptibilidade as toxinas ambientais locais prevalentes (CHEN et

al, 1996).

A detecgdo de fatores de risco ambiental implicados na interacdo gene-
ambiente na ELA ¢ dificil, por for¢a da heterogeneidade genética da ELA e porque a

exposi¢do especifica pode levar somente a um pequeno aumento no risco. Além disso, o



mecanismo patogénico dos genes mutados na ELA variam conforme o gene, e at¢ mesmo
segundo a mutagdo, alguns agindo sobre o acimulo de neurofilamentos, outros através da via

da excitotoxicidade.

Cada gene de ELA ou mesmo cada mutagdo pode responder a um diferente
estimulo ambiental. Provavelmente a abordagem mais sensata para o estudo da interacdo
gene-ambiente na ELA seria a de avaliar o efeito adicional de fatores ambientais sobre
mutagdes especificas nos genes de ELA (pois a expressdo variavel na ELA monogénica pode
depender da exposicdo enddgena) ou sobre a variagdo alélica de genes de susceptibilidade,
como foi preconizado para a deméncia de Alzheimer (SLOOTER e DUIJN, 1997). A
identificagdo da interacdo gene-ambiente ¢ de grande importincia, pois a evidéncia de
influéncias exdgenas na evolugdo da doenga ajudaria a elaborar estratégias de prevengao da
doenca na populagdo de risco. Além do que, poderia auxiliar a esclarecer a patogénese da

ELA.

Neuropatologicamente, os distintos tipos de ELA familiar e esporadica
caracterizam-se pela inclusdo neuronal de neurofilamentos. Esses achados apontam para uma
patogénese comum na degeneragdo de neurdnios motores em todos os tipos de ELA. O maior
desafio da pesquisa atual ¢ descobrir o papel das mutagdes nos genes maiores € nos genes de

susceptibilidade no mecanismo patogénico.

Muitas doengas neurodegenerativas, incluindo ELA, deméncia de Alzheimer,
doenca de Pick, doenca de Parkinson, doenca por prions e doenca por expansdo de
trinucleotideos caracterizam-se por placas senis, corpisculo de Lewy, acimulo neurofibrilar,
inclusdes citoplasmaticas na glia, esferdides etc. Todas estas lesdes constituem-se de
proteinas, como o P-amildide, Tau, neurofilamentos, a-sinucleina, prions ou proteinas
contendo poliglutamina. Por isso, ¢ possivel que todas estas doencas neurodegenerativas
resultem da interacdo anormal entre proteinas, que ndo leva s6 a perda de fungdo, mas
também ao ganho de funcdo, cujos efeitos sobre neur6nios podem leva-los a morte
(MAJOOR-KRAKAUER et al, 2003). Novas abordagens terapéuticas para a prevencao ou
reversdo da interacao anormal de proteina-proteina poderiam mostrar beneficios para o grupo

de doencas neurodegenerativas caracterizadas pela agregacdo anormal de proteinas.
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