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RESUMO

“MARCADORES BIOLOGICOS PARA DIAGNOSTICO DA DOENCA DE
ALZHEIMER”

A invencdo descreve um método para a avaliacdo do estado da
doenca de Alzheimer em pacientes, bem como um método para a
monitorizacdo da evolucdo desta doenca nos referidos
pacientes. 0O método wutiliza a deteccdo de marcadores
peptidicos especificos, p. ex., recorrendo a analise por

espectrometria de massa.



DESCRICAO

“MARCADORES BIOLOGICOS PARA DIAGNOSTICO DA DOENCA DE
ALZHEIMER”

Campo da invengéao

A presente invencdo situa-se na area do diagndstico. Mais
especificamente, a invencdo situa-se na area de avaliacgédo
do estado da doenca de Alzheimer em individuos através da
deteccdo de marcadores polipeptidicos especificos desta

doenca.

Antecedentes da invencéo

Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma forma de neurodegeneracdo cada
vez mais comum, € que corresponde a aproximadamente 50 a
60% dos casos de deméncia nas pessoas com mais de 65 anos
de idade. Patologicamente, a neurodegeneracdo asscciada a
doenca de Alzheimer & caracterizada pela atrofia
significativa das estruturas limbicas corticais, com morte
neurconal e perda de sinapses neuronais, formagdo de trancgas
neurofibrilares (NFT) e de ©placas senis que contém
depbdsitos de agregados amildides p1-42 (AB42) no cérebro
[Francis PT 1999]. A duracdo do declinio cognitivo
progressivo ¢é de aproximadamente 7 anos a contar da
ocorréncia dos primeircs sinais até a morte. Assume-se que
a fase clinica é precedida por um periodo pré-clinico de 15

a 30 anos de deposicdo continua de placas amildides e



trancas neurofibrilares. A 1idade de aparecimento dos
primeiros sintomas e a progressdo da doenca sdo
predominantemente determinadas pelas mutacdes do gene
causador da doenca e por factores de susceptibilidade
genética. Para além dos factores de ~risco genéticos
individuais,dos podem existir também varios factores de
risco ambientais. Os factores genéticos que se sabe que
estdo envolvidos na forma familiar da doenca de Alzheimer
com © aparecimento precoce dos primeiros sintomas incluem:
mutacdes nos genes da presenilina 1 (PS1), presenilina 2
(PS2) e proteina percursora da amildide (APP), bem como a
presenca do alelo E4 da apolipoproteina. No entanto, a
maioria (95%) dos casocs de doenga de Alzheimer é esporadica
e heterogénea.

Actualmente, o diagnéstico clinico da doenga de Alzheimer
pode apenas ser feito nas fases finais da doenga, quando o
desempenho cognitivo J& se encontra significativamente
diminuido, em paralelo com alteragdbes estruturais do
cérebro. Os procedimentos de diagnédstico clinico requerem
um historial médico cuidadoso, exames fisicos e
neurolégicos, andlises ao sangue, urina e liquido
cefalorraquidiano (LCR), de forma a excluir estados de
doencas metabdlicas e médicas que possam estar a mascarar a
doenca de Alzheimer. Incluem também exames psicométricos
detalhados para avaliar o estado mental e o desempenho
cognitivo, Dbem como técnicas de imagiologia, <como a
tomografia axial computorizada ou a imagem por ressonédncia
magnética do cérebro. As avaliagbes de testes de
diagndstico por centros especializados apresentam uma
precisdo de cerca de 80 a 85%. Devido ao facto de estes

testes serem dispendiosos, bastante morosos e



particularmente inconvenientes para 08 pacientes, existe
uma necessidade crescente da descoberta de marcadores
biomoleculares especificos de facil acesso para o)
diagnéstico da doenca, podendo estes serem medidos em
fluidos corporais, como LCR, sangue ou urina, tendo ao
mesmo tempo, um elevado valor de diagndstico da doenca de
Alzheimer, ou qgue possam ajudar a distinguir a dcenca de
Alzheimer de outras formas de deméncia. Mais ainda, os
marcadores fidveis sensiveis a progressdo da doenga podem
constituir pardmetros de substituicdo, um pré-requisito
maior para a avaliacdo e desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas causais e modificadoras da doenca,
no que diz respeito a doenca de Alzheimer.

Ja que o LCR se encontra directamente em volta do cérebro,
quaisquer alteracdes na sua composigdo proteica pode
reflectir de forma objectiva as condicdes patoldgicas
associadas as alteracdes especificas dos padrdes de
expressdo das proteinas. Durante a uUltima década, foram
relatadas véarias anomalias bioldégicas relacionadas com ©
liguido cefalorraguidiano (LCR) em pacientes com doenca de
Alzheimer, em particular, niveis alterados do fragmento
AB1-42 da proteina percursora amildide, e niveis alterados
de proteina tau hiperfosforilada. No entanto, a
sensibilidade e especificidade destes marcadores é baixa ou
modesta [The Ronald and Nancy Reagan Research Institute of
the Alzheimer’s Association e National Institute on Aging
Working Group, 1998, Robles A 1998, Teunissen CE et al.,
20027.

Deste modo, existe a necessidade de se conhecerem novos
biomarcadores com suficiente sensibilidade e especificidade

para (i) detectar a doenca de Alzheimer o mais precocemente



possivel, e (ii1) permitir a diferenciacdo da doenca de
outros tipos de deméncia ou doencas neurodegenerativas, e
(iii) wvigiar a eficdcia terapéutica do pardmetro de
substituic¢do, p. ex., no desenvolvimento <c¢linico de
farmacos, e iniciar a farmacoterapia o mais cedo possivel,

adiando a perda de memdéria e a evolugdo da doenca.

Tecnologia de ProteinChip (chip de proteinas)

Foi recentemente desenvolvida a tecnologia de chip de
proteinas chamada Surface Enhanced Laser
Desorption/ITonisation time of flight mass spectrometry
(espectrometria de massa em “tempo de voo” mediante
dessorpcdo/ionizacdo por laser de superficie melhorado)
(SELDI-TOF MS) para facilitar a elaboracdo do perfil
proteico de misturas bioldgicas complexas [Davies HA 2000,
Fung ET 2001, Merchant M 2000].

A espectrometria de massa por chip de proteinas foi
utilizada por varios grupos para detectar potenciais
biomarcadores dos cancros da probstata e bexiga [Adam BL
2001] ou do cancro da mama [Wulfkuhle JD 2001] em amostras
de soro, plasma seminal, fluido mamario, urina ou células.
Para uma perspectiva da pesquisa de biomarcadores através

de SELDI-TOF MS, consulte [Issagq HJ 2002].

Cistatina C

Descrita pela primeira vez em 1961 no liguido
cefalorraquidiano (LCR), a cistatina C (globulina trac¢o ¥
ou pbs-y, Ac. n.° P01034) ¢é uma proteina de baixo peso

molecular inibidora da protease da c¢istina em todos os



fluidos corporais humanos e em concentracdes
fisiologicamente relevantes. E provavel que o papel
fisiolégico da cistatina C regule a actividade extracelular
da protease da cisteina, que resulta da invasdo ou
libertacdo microbiana de proteinases liosomais das células
mortas ou doentes. Nos cérebros de pacientes com doenca de
Alzheimer e nos casos de angiopatia amildéide cerebral [Levy
E 2001], a cistatina C coloca-se com f-amildide (AB) no
interior das paredes arteriais. Existem dois tipos de
haplotipos comuns do gene CST3 que codifica a cistatina C
(A e B), que diferem entre si em trés pormenores: duas
alteracdes do par de uma sé base na regido promotora e uma
no dominio do sinal peptideo gue provoca uma substituicdo
de aminodcido (de alanina por treonina). Estudos de
controlo recentes descobriram associagbes de CST3 com
elevado risco para os primeiros sintomas da doenca de
Alzheimer [Crawford FC 2000, Finckh U 2000, Beyer K 2001].
A hemorragia cerebral hereditdria com amiloidose, do tipo
islandés (HCHWA-T), também designada por angiopatia
amiléide hereditaria da cistatina C (HCCRA), é uma forma
autossomatica dominante da angiopatia amildide cerebral
(CAR) . A proteina amildide depositada nas paredes dos vasos
cerebrais ¢é essencialmente composta por uma variante de
cistatina C caracterizada pela presenca da substituicéo
Leu68-GIn [Cohen 1983, Ghisc 1986]. Esta patologia é também
associada a uma menor concentracdo deste inibidor da
proteinase da cisteina no fluido cerebrospinal e conduz a
sua deposicido amildide no cérebro [Grubb A0 1984].
Leung-Tack et al. também purificaram duas 1iscformas
truncadas N-terminais da c¢istatina C na wurina de um

paciente que havia sido sujeito a um transplante renal. De



acordo com os dados, a cistatina C (desl-4) apresentou um
efeito inibidor em duas fung¢des das células mononucleares
periféricas humanas (PMN): libertacdo e fagocitose de Oy,
que pode dever-se a sequéncia N-terminal “KPPR”. Os dados
por eles recolhidos corroboram uma funcdo potencialmente
importante da cistatina C, enquanto possivel
imunomoduladora durante a inflamac&o. Indicios sugerem que
0s crescentes danos mediados por radicais livres a funcgéo
celular contribuem para o processo de envelhecimento e
doencas neurodegenerativas associadas a idade. A presséo
oxidativa pode desempenhar um papel na doenca de Alzheimer,
na doenca de Parkinson, na esclerose lateral amiotrdfica
(ALS). Ainda cue o0s danos dos radicais livres sobre os
neurénios possam ndo ser o evento primdrio a despoletar
estas doengas, parece que o dano causado por radicais
livres estd envolvido na cadeia patogenética destas

perturbacdes.

Beta-2 microglobulina

A beta-2 microglobulina (Ac. n.° P01884) constitui o
componente constante do principal complexo de
histocompatibilidade de classe I (CMH) e a sua presenc¢a nos
fluidos bioldgicos representa o equilibrio entre a
renovacdo e a eliminacédc de proteinas membranares. Visto
que a presenca deste peptideo parece aumentar em algumas
doencas através da elevacdo da resposta imune, a sua
quantificag¢do nos fluidos corporais tornou-se num Util
indice do estado imunolégico in vivo [Hoekman et al. 1985].

A funcdo desta proteina & ainda desconhecida, mas



aparentemente, estard implicada em dcencas que implicam a
destruicdo das células gliais [Ernerudh et al. 1987].

O problema técnico solucionado pela presente invencdo diz
respeito a provisdo de métodos de diagnéstico optimizados.
Especialmente no que diz respeito a doenca de Alzheimer
e/ou monitorizagdo da evolugdo da doenca de Alrzheimer num

individuo.

Proteina neurossecretora (VGF)

A VGF (VGF humana, Ac. n.° 015240) & wuma percursora
peptidica secretora que ¢é expressa e processada pelas
células neuronais [Canu et. al. 1997]. Estudos de
hibridizacdo in situ realizados no sistema nervoso central
de ratos adultos revelaram que o mRNA da VGEF é amplamente
distribuido pelo cérebro com especial expressdo no
hipocampo, cbrtex entorinal e neocdrtex. Mais ainda, ficou
demonstrado que a transcricdo e secrecdoc da VGF &
selectivamente regulada por neurotrofinas, como NGF e BDNF,
e pela despolarizacdo in vitro. A expressdo crescente de
BDNF pode ser observada circunvolucdo dentada e regides CA3
do hipocampo, que s&do tecidos que aparentemente morrem na
patogénese precoce da doencga de Alzheimer.

A Patente de invengdo WO00/25138 descreve polipeptideos
como marcadores especificos da doenca de Alzheimer, sendo
estes expressos de forma distinta no tecido doente e no
tecido saudavel.

A Patente de invencdo WO0O01/63294 descreve a expressdo
distinta de SEQ ID NO:7 como um marcador do transtorno

afectivo bipolar (BAD).



Descricdo da invencéo

A invencdo baseia-se na surpreendente descoberta de que
determinados polipeptideos s&o expressos de forma distinta
nos individuos com doenca de Alzheimer, gquando comparados
com um grupo de controlo saudavel., Estes polipeptideos
expressos de forma distinta podem, p. ex., ser detectados
nas amostras de liquido cefalorraquidiano do individuo a
ser diagnosticado. O polipeptideo individual utilizado na
invencdo com a sequéncia SEQ ID NO:7 pode ser detectado
e/ou quantificado sozinho ou em combinagdo com outros
polipeptideocs.

Os marcadores polipeptidicos s&o definidos pelo seu peso
molecular. Os cinco marcadores identificados pelo método
SAX2, conforme descrito nos Exemplos, apresentam as

seguintes massas moleculares:

Marcador 1 (M1): 4824 + 20 Da;
Marcador 2 (M2): 7691 £ 20 Da;
Marcador 3 (M3): 11787 * 20 Da;
Marcador 4 (M4): 11988 + 20 Da;
Marcador 5 (M5): 13416 + 20 Da.

O Quadrc 1 apresenta o pesc molecular observado dos
marcadores polipeptidicos M1 a M5, conforme determinado
pelo SELDI-TOF MS, bem como as sequéncias de aminoacidos
dos fragmentos de marcadores polipeptidicos M1 a M5
observados e a proteina a partir da qual originaram os

marcadores polipeptidicos M1 a M5.

Quadro 1



Marcador Peso molecular | Sequéncia de aminodcido | Nome da
observado por proteina
SELDI
M1 4823,5 Da £ 1,7 VGEEDEEAAEAEAEAEEAER VGF4, 8
M2 7691 Da + 4,9 XXAD (L/I) AGHG (Q/K) EV | nova variante
(L/I) (L/I) R de mioglobina

humana HGTVV (L/I) TA
(L/I) GG (L/I) (L/I) K

M3 M4 11786,9 Da t 7,6 | VNHVILSQPK VEHSDLSFSK beta-2
11988,4 Da * 5,9 IEKVEHSDLSFSK microglobulina

SNFLNCYVSGFHPSDIEVDLLK humana
ASNDMYHSR ALDFAVGEYNK
RALDFAVGEYNK
LVGGPMDASVEEEGVR
QIVAGVNYFLDVELGR

M5 13416,4 Da = 9,4 LVGGPMDASVEEEGVRR cistatina C
KQIVAGVNYFLDVELGR humana
TQPNLDNCPFHDQPPHLK
TQPNLDNCPFHDQPPHLKR

SSPGKPPRLVGGPMDASVEEEGVR

Os polipeptideos distintamente expressos podem, p. ex., Ser
detectados no fluido cerebrospinal do individuo a ser
diagnosticado. Além disso, dependendo da formulacéo
especifica, a fonte de amostras para medicdo da abundéncia
de marcadores polipeptidicos podem igualmente ser sangue,
soro ou urina, mas ndo se limita a estes fluidos.

Conforme se mostra na Figura 1, comparado com  um
diagnéstico negativo (controlos saudiveis), o Ml estava
sub-expresso no LCR dos pacientes com doenca de Alzheimer

(p<0,05), enguanto que o0s marcadores M2 a M5 @ se
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apresentavam sobre-expresscs no LCR dos pacientes com
doenca de Alzheimer (p<0,05).

Um nivel alterado de um ou varios polipeptideos, comparado
com o nivel de polipeptideos nos individuos saudaveis do
grupo de controlo, permitird a avaliacdo do estado de e/ou
monitorizacdo da evolucdo da doenca de Alzheimer num
determinado individuo, permitindo a vigilancia da eficéacia
do tratamento da mesma doenca, sendo igualmente Gtil para o
posterior desenvolvimento de um farmaco. Mais ainda, estes
marcadores de biomecléculas sdo Uteis na diferenciacdo da
doenca de Alzheimer de outras formas de deméncia e
perturbacdes neurodegenerativas.

Os individucs nos quais se pretende diagnosticar ou
monitorizar a doenca de Alzheimer sdo, preferencialmente,
humanos. No entanto, o diagnéstico da doenca de Alzheimer
de acordo com a presente invencdo, é também possivel com
outros mamiferos. Se necessario, podem ser utilizados
ortdlogos dos marcadores peptidicos.

A presente invencdo relaciona-se igualmente com o uso da
espectrometria de massa (MS) na deteccdo da doenca de
Alzheimer em individuos da raca humana e na avaliacdo da
progressdo da doengca de Alzheimer nos mesmos individuos
através da quantificacdo e/ou deteccdo da quantidade de
polipeptideos especificos em amostras recolhidas dos
fluidos corporais do individuo em questdo. Numa variante
preferida da presente invencdo, é recolhida uma amostra de
fluido cerebrospinal (LCR) do individuo.

A deteccdo e/ou quantificacdo dos polipeptideos é
preferencialmente obtida pela quantificacdo do sinal

detectado por MS em determinadas relag¢des massa molecular-
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carga (M/z), gque correspondem a relacdoc M/z  dos
polipeptideos.

Preferencialmente, as relacdes M/z mais prdximas de um dos
polipeptideos sdo também medidas.

A deteccdo e/ou quantificacdo dos polipeptideos pode também
ser conseguida pelo recurso a um imunoensaio com
determinados anticorpos colocados contra o(s)
determinado (s) marcador(es)ou fragmentos polipeptidicos
derivados. Os anticorpos podem ser preparados COm recurso
aos marcador (es) purificadc(s) ou fragmentos derivados, ou
ainda com utilizando polipeptideo(s) sintéticos ou
recombinantes que consistam na sequéncia de aminodcidos
do(s) marcador(es) através de qualquer método j& conhecido
na éarea [Coligan 1991]. Tais técnicas incluem, mas nadc se
limitam, a preparacdo de anticorpos através da seleccdo de
anticorpos em bibliotecas de anticorpos recombinantes no
fago ou vectores apropriados, bem como a preparagdo de
anticorpos poli e monoclonais através da imunizacdo de
coelhos ou vratos [Huse 1989, Ward, 1989]. Depcis da
producdo dos anticorpos, poderd ser detectado e/ou
quantificado um marcador através de inlmeros ensaios
imunolégicos de ligacdo padronizados [Patentes de invencédo
norte—-americanas n.”" 4366241, 4376110, 4517288 e 4837168].
Ensaios Uteis incluem, mas nido se limitam, por exemplo, a
um imunoensaio enzimdtico (ETIA) tais como o ensaio de
imunocabsorcdo enzimatica (ELISA), radioimunoensaio (RIA), o
método de Western blot ou o ensaio de slot ou dot blot.
Para uma perspectiva geral dos ensaios imunoldgicos,
consulte [Coligan 1991]. De uma forma geral, uma amostra
recolhida de um individuo pode ser posta em contacto com um

anticorpo que especificamente une o marcador. Uma boa
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técnica para capturar o(s) marcador (es) especificado(s) de
uma amostra complexa de fluido corporal envolve a
utilizacdo do anticorpo fixado a suportes sélidos, como
vidro ou pléastico, p. ex., placa de microtitulacdo, vareta,
conta ou microconta. Em alternativa, o0s marcadores podem
também ser capturados na amostra de fluidc corporal pelo
anticorpo especifico imobilizado num substrato de deteccédo
ou a um vector tipo Protein Chip™, conforme descrito em
relagdo ao imunocensaio baseado em SELDI [Xiao 2001]. Apds a
incubacdo da amostra com anticorpos, © material ndo ligado
¢ lavado sob condigdes especificas e o complexo anticorpo-
marcador formado ©poderd ser detectado, através dos
reagentes de deteccdo apropriados. Numa variante em que foi
utilizada a técnica vectorial SELDI tipoc Protein Chip™,
o(s) marcador (es) selectivamente enriquecido (s) pelo
anticorpo imobilizado pode (m) ser detectado (s) e
quantificado(s) através de espectrometria de massa por
dessorpcdo/ionizacdo a laser assistida por matriz.

E descrito:

1. Un método de avaliacdo do estado da doenca de Alzheimer
num individuo, método esse que compreende a deteccdo de,
pelo menos, um polipeptideo inserido num grupo de

polipeptideos que inclui:

i) um polipeptideo com uma massa molecular de 4824 =
20 Da,

ii) um polipeptideo com uma massa molecular de 7691 +
20 Da,

iii) um polipeptideo com uma massa molecular de 11787 +

20 Da,
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iv) um polipeptideo com uma massa molecular de 11988 +
20 Da, e

V) um polipeptideo com uma massa molecular de 13416 =
20 Da.

E ainda descrito um método de avaliacdo do estado da doenca
de Alzheimer num individuo, método esse que compreende a
deteccdo de, pelo menos, um polipeptideo inserido num grupo
de polipeptideos que apresentam, respectivamente, as massas
moleculares de 4824 + 20 Da, de 7691 + 20 Da, de 11787 £ 20
Da, de 11988 £ 20 Da, de 13416 = 20 Da, de 4769 + 20 Da, de
6958 £ 20 Da, de 6991 £ 20 Da, de 13412 + 20 Da, de 13787 &
20 Da, de 17276 + 20 Da, de 40437 + 20 Da, de 6895 £ 20 Da,
de 6928 £ 20 Da, de 7691 * 20 Da, de 7769 £ 20 Da, de 7934
+ 20 Da, de 5028 + 20 Da, de 6267 * 20 Da, de 6518 + 20 Da,
de 7274 £ 20 Da e de 8209 + 20 Da.

Visto que a detecgdo de um destes polipeptideos &, na
maioria dos casos, suficiente para um diagnéstico fiadvel da
doenca de Alzheimer, a deteccdo de dois ou mais
polipeptideos da invencdo pode aumentar a sensibilidade e
eficacia do método.

Preferencialmente, ser&o detectados 1, 2, 3, 4, 5, 10, e
mais preferencialmente todos os polipeptidecs mencionados,
a partir da mesma amostra. A deteccdo pode igualmente ser
realizada em simultdneo com a deteccdo de outros
polipeptideos preferencialmente expressos nos individuos
com doenca de Alzheimer, em comparacdo com individuos
saudaveis. A expressdo “avaliacdo do estado da doenca de
Alzheimer”, conforme aqui utilizada, deverd ser entendida
como o diagnosticar da presenca da doenca de Alzheimer num

individuo ou paciente, a avaliacdo da evolucdo da doenca
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num individuo ou paciente, e/ou a avaliacédo da
predisposicdo de um determinado individuo para desenvolver

esta doenca.

2. E descrito o método do ponto 1, em que s&do detectados 2,
ou 3, ou 4 ou 5 polipeptideos do referido grupo de
peptideos. A invenc&do relaciona-se ainda com um método do
ponto 1 em que s&o detectados 2, ou 3, ou 4, ou 5 ou 10, ou

todos os polipeptideos do referido grupo de peptideos.

3. E descrito um método de avaliacdo do estado da doenca de
Alzheimer num individuo, método este que compreende a
deteccdo de, pelo menos, um polipeptideo que inclua a
sequéncia de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8,
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ
ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15 e/ou SEQ ID NO:16. A
invencdo diz ainda respeito a um método de avaliacdo do
estado da doenca de Alzheimer num individuo, método esse
que inclui a deteccdo de, pelo menos, um polipeptideo que
inclua a sequéncia de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID
NO:16 e/ou SEQ ID NO:17. Visto que a deteccdo de um destes
polipeptideos é, na maioria dos casos, suficiente para um
diagnéstico fidvel da doenca de Alzheimer, a deteccdo de
dois ou mais polipeptideos da invengdo pode aumentar a
sensibilidade e eficédcia do método. Preferencialmente,
serdo detectados 1, 2, 3, 4, 5, 10, ou todos os

polipeptideos mencicnados, a partir da mesma amostra. A
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deteccdo pode igualmente ser realizada em simultédneo com a
deteccéo de outros polipeptideos preferencialmente
expressos nos individuos com doengca de Alzheimer, em

comparacdo com individuos saudaveis.

4, E descrito um método de avaliacdo do estado da doenca de
Alzheimer num individuo, método este que compreende a
deteccdo de, pelo menos, um polipeptideo inserido num grupo

de polipeptideos que inclui

i) cistatina C humana,

ii) beta-2 microglobulina humana,

iii) mioglobina humana (nova variante),

iv) um fragmento de, pelo menos, 5, 8, 10 ou 20
aminodcidos de cistatina C humana,

V) um fragmento de, pelo menos, 5, 8, 10 ou 20
aminocédcidos de beta-2 microglobulina humana,

vi) um fragmento de, pelo menos, 5, 8, 10 ou 20

aminoacidos de mioglobina humana (nova variante).

E também revelado um método de avaliacdo do estado da
doenca de Alzheimer num individuo, método esse que
compreende a deteccdo de, pelc menos, um polipeptideo

inserido num grupo de polipeptideos que inclui

i) cistatina C humana,

ii) beta-2 microglobulina humana,

iii) mioglobina humana (nova variante)

iv) proteina neurossecretora (VGF) humana,

V) um fragmento de, pelo menos, 5, 8, 10 ou 20

aminodcidos de cistatina C humana,
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vi) um fragmento de, pelc menos, 5, 8, 10 ou 20
amincédcidos de beta-2 microglobulina humana,

vii) um fragmento de, pelo menos, 5, 8, 10 ou 20
aminoacidos de mioglobina humana (nova variante), e

viii) um fragmento de, pelo mencs, 5, 8, 10 ou 20

amincadcidos de proteina neurossecretora (VGF).

Visto que a detecgdo de um destes polipeptideos &, na
maioria dos casos, suficiente para um diagnédstico fiadvel da
doenca de Alzheimer, a deteccdo de dois ou mais
polipeptideos da invengdo pode aumentar a sensibilidade e
eficidcia do método. Preferencialmente, serdo detectados 1,
2, 3, 4, 5, ou 6 dos polipeptideos mencionados, a partir da
mesma amostra. Mais preferencialmente, serdo detectados 1,
2, 3, 4, 5, 6 ou todos os polipeptideos mencionados, a
partir da mesma amostra. A deteccdo pode igualmente ser
realizada em simulténeo com a deteccdo de outros
polipeptideocs preferencialmente expressos nos individuos
com doenca de Alzheimer, em comparacdo com individuos

saudaveis.

5. E também descrito um método de avaliacdo do estado da
doenca de Alzheimer num individuo, sendo que um método dos
pontos 1 a 4 é& realizado com, pelo mencs, duas amostras
distintas recolhidas do mesmo individuo. Para tal, serdo
analisadas amostras recolhidas do mesmo individuo em
diferentes pontos temporailis. As alteragbes na quantidade
do(s) respectivo(s) polipeptideo(s) permitirdoc retirar
conclusdes relativamente a evolucgdc da doenca de Alzheimer

no individuo em questéo.
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6. E também descrito um método de qualquer um dos pontos 1
a 5, em que a deteccdo do(s) referido(s) polipeptideo(s) &
realizada por SELDI-TOF MS. Podem, em alternativa, ser
utilizados outros métodos de espectrometria de massa e
outros métodos de deteccdo adequados. Mais especificamente,
a presente invencgdo diz respeito ac método de qualquer um
dos pontos 1 a 5, em que a deteccdo do(s) referido(s)
polipeptideo(s) é realizada por SELDI-TOF MS, no qual é
usada a superficie hidréfoba H50, a superficie WCX2 ou a
superficie IMAX para fornecer apoio apds a ionizacédo.

Os diferentes apoios a ionizacdo fornecem diferentes graus

de sensibilidade as proteinas de interesse.

7. E também descrito um método de qualquer um dos pontos 1
a 5, em que os anticorpos especificos ou anticorpos que
reconhecem o(s) referido(s) polipeptideo(s) s&o usados na
deteccdo do(s) polipeptideo (s) mencionado(s) .

8. £ também descrito um método de qualquer um dos pontos 1
a 7, em que a deteccdo se realiza numa amostra que inclui
LCR do referido paciente. A amostra recolhida de um
individuo pode ser processada imediatamente apdés a sua
colheita, ou pode ser congelada e analisada mais tarde. As
amostras podem também ser constituidas ou conter outros
fluidos corporais, tais como sangue, soro, plasma, urina,

plasma seminal, fluido mamadrioc ou extractos celulares.

9. E igualmente descrito um kit que inclui um polipeptideo
com uma massa molecular de 4824 + 20 Da, um polipeptideo
com uma massa molecular de 7691 * 20 Da, um polipeptideo
com uma massa molecular de 11787 + 20 Da, um poclipeptideo

com uma massa molecular de 11988 + 20 Da e/ou um
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polipeptideo com uma massa molecular de 13416 + 20 Da. A

invencédo diz ainda respeito a um kit que inclui um

I+

polipeptideo com uma massa molecular de 4824 20 Da, um
polipeptideo com uma massa molecular de 7691 £ 20 Da, um
polipeptideo com uma massa molecular de 11787 = 20 Da, um
polipeptideo com uma massa molecular de 11988 + 20 Da e/ou
um polipeptideo com uma massa molecular de 13416 = 20 Da. A
invencdo também diz respeito & um kit gque inclui
polipeptideos com uma massa molecular de 4824 £ 20 Da, de
7691 + 20 Da, de 11787 £ 20 Da, de 11988 + 20 Da, de 13416
+ 20 Da, de 4769 + 20 Da, de 6958 £ 20 Da, de 6991 + 20 Da,
de 13412 + 20 Da, de 13787 + 20 Da, de 17276 = 20 Da, de
40437 £ 20 Da, de 6895 £+ 20 Da, de 6928 £+ 20 Da, de 7691 £
20 Da, de 7769 £ 20 Da, de 7934 + 20 Da, de 5082 = 20 Da,
de 6267 + 20 Da, de 6518 + 20 Da, de 7274 + 20 Da e/ou 8209
+ 20 Da. Tal kit pode ser aplicado com varios propdsitos,
p. ex., para utilizacdo como referéncia num dos métodos

acima mencionados. O referido kit pode incluir 2, 5, 10 ou

todos os polipeptideos citados.

10. E também revelado um kit que inclui um fragmento de,
pelo menos, 5 aminocdcidos de «cistatina C humana, um
fragmento de, ©pelo menos, 5 aminocdcidos de beta-2
microglobulina humana e um fragmento de, pelo menos, 5
aminodcidos de mioglcbina humana. Este kit pode ser
aplicado para diversos fins, p. ex., como referéncia num
dos métodos acima mencionados. E também revelado um kit que
inclui um fragmento de, pelc menos, 5, 10 ou 20 amincéacidos
de cistatina C humana, um fragmento de, pelo menos, 5, 10
ou 20 aminodcidos de Dbeta-2 microglobulina humana, um

fragmento de, pelo menos, 5, 10 ou 20 aminocacidos de
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mioglobina humana e um fragmento de, pelo menos, 5, 10 ou
20 amincacidos de proteina neurossecretora (VGF). Estes
kits poderdo ser aplicados com varios propdsitos, p. ex.,
para utilizacdo como referéncia num dos métodos acima

mencionados.

Breve descrigcdo das figuras

Figura 1:

Intensidades médias dos c¢inco marcadores peptidicos do
Quadro 1, expressos de forma distinta no grupo enfermo

quando comparados com 0s grupos de controlo.

Exemelos

A presente invengdo é adicionalmente descrita por um ou
varios dos seguintes exemplos. Estes n&o deverdo ser tidos

como limitadores do campo de aplicacdo da mesma.

Exemplo 1: Avaliagdo dos pacientes e colheita de amostras
de LCR

O diagnésticc da doenca de Alzheimer em individuos da raca
humana foi efectuado de acordo com os critérios do National
Institute of Neurologic and Communicative Disorders and
Stroke-Alzheimer’s disease and Related Disorders
Association (Instituto nacional para as perturbacdes
neuroldégicas e comunicacionais, para o AVC, doenca de
Alzheimer e doencas associadas) (NINCDS- ADRDA). O grupo

relativo a doenca de Alzheimer era constituido por 9
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pacientes, com 75 + 7 anos, seis deles do sexo masculino e
trés do sexo feminino. O grupo de controlo era constituido
por 10 individuos saudaveis, dos 78 + 14 anos, dois do sexo
masculino e oito do sexo feminino, todos eles sem qualguer
historial, sintomas ou sinais de doenga psiquidtrica ou
neurolégica.

Foi obtido o consentimento por parte de cada um dos
pacientes e seus ©prestadores de cuidados antes da
investigac&o. O estudo foi aprovado pelo comité de ética
local. Apds a puncdo lombar, as amostras de LCR foram
congeladas em gelo seco imediatamente apds a sua colheita
em aliquotas de 0,5 ml e guardadcs a uma temperatura de -

80°C até a sua analise.

Exemplo 2: Andlise do LCR por SELDI tipo ProteinChip em
chip SAX2

O ensaio por sistema ProteinChip SAX 2 (Ciphergen
Biosystems, Fremont, CA, EUA) foi equilibrado durante 5
minutos com 5 pl de tampdo de ligacdo (100 mM acetato de Na
pH=4,0). O tampdo foi cuidadosamente removido com um lenco
de papel e foram adicionados 2,5 ul de tampdo de ligac&o as
cavidades. Amostras cruas de LCR (2,5 ul) foram adicionadas
as cavidades e incubadas durante 20 minutos a temperatura
ambiente numa cdmara de atmosfera himida de uma plataforma
basculante. O LCR foi removido e as cavidades lavadas
individualmente com 10 pl de tampdo durante 5 minutos. Os
vectores foram entdo colocados num tubo cénico Eppendorf de
15 ml e lavados duas vezes com o tampido durante 5 minutos.
Finalmente, o chip foi limpo por duas vezes com Aagua

destilada. O excesso de Hy0 foli removido e, com a
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superficie ainda htmida, foram realizadas e secas duas

adicdes por cavidade de 0,5 pl de &cido sinapinico (SPA)

(2mg/ml) em acetonitrilo 50% (vol./vol.) e acido
trifluorocacético 0,5% (vol./vol.). Os vectores foram entdo

lidos num sistema de leitura tipo ProteinChip, PBS 1II
Series (Ciphergen Bicsystems). O feixe de laser foi
centrado na amostra in vacuo, © dque fez com Qque as
proteinas absorvidas pela matriz se tornassem ionizadas ao
mesmo tempo que eram dessorvidas pela superficie do vector
ProteinChip. As proteinas ionizadas foram detectadas e as
suas massas moleculares foram determinadas de acordo com 0
seu “tempo de voo” (time-of-flight, TOF). Os espectros de
massa TOF, recolhidos no modo de 1&oc positivo, foram
gerados recorrendo a 65 feixes de laser ao longo do ponto,
com uma poténcia ligeiramente acima do limiar (10-15%
supericr ao limiar). A massa foli programada a 40 kDa,
optimizada de 1 a 15 kDa. Os espectros foram recolhidos e
analisados através do software (versdo 3.0) do ProteinChip
da Ciphergen. A calibracdo externa do leitor foi realizada
com recurso as referéncias de peso molecular de peptideos
tipo “tudo-em-1"” (Ciphergen Biosystems, Inc.) diluidos na
matriz SPA (1:1, vol./vol.) e directamente aplicados numa
cavidade. A comparacdo dos perfis proteicos foi realizada
apds a normalizacdo em corrente total de ides de todos os
espectros incluidos na experiéncia. A reprodutibilidade foi
testada através da andlise de diferentes aliquotas da mesma
amostra de LCR nas 4 cavidades distintas do mesmo ensaio
ProteinChip (reprodutibilidade intra-ensaio intra-chip), em
dois chips diferentes (reprodutibilidade intra-ensaio
inter-chip) processadas em paralelo e reproduzidas numa

outra experiéncia (reprodutibilidade inter-ensaio).
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A andlise das amostras de LCR dos 9 pacientes com
diagnéstico de doenca de Alzheimer em relacdo com os 10
controlos revelou que foram significativamente expressos 5
picos entre os dois grupos (p<0,05). A massa SELDI média
aproximada associada as cinco proteinas expressas de forma
distinta foi de 4,28 kDa, 7,7 kDa, 11,8 kDa e 12,0 kDa e
13,4 kDa (p<0,05) (ver Quadro 1, Fig. 1).

Exemplo 3: Purificagdo por cromatografia de forte troca

anidénica (SAX)

Para identificar as protelinas que correspondiam & esses
picos, fol realizado um fraccionamento de LCR cru numa
coluna de rotacdo SAX. As fraccdes eluldas foram analisadas
por espectrometria SELDI-TOF MS.

A coluna de rotacdo SAX, nuUmero de lote SAX2-001116-01
(Ciphergen Biosystems, Fremont, CA, EUA) foi rehidratada
durante a noite a 4°C no tampdo de equilibrio (20mM
tris(hidroximetil)cloridrato de aminometano (Tris-HCI),b5mM
NaCl, pH 9,0). A coluna foi aquecida a temperatura ambiente
e foram removidas as bolhas de ar. O tampdo de eguilibrio
pdbde fluir pela matriz da coluna consoante a gravidade. O
tampdo de equilibrio (0,5 ml) foi adicionado & coluna,
tendo passado duas vezes pela resina. 2 ml de LCR de
controlo foram diluidos no tampdo de equilibrio (1:1,
vol./vol.). A amostra de proteina foi carregada para a
coluna por fraccdoc de 0,8 ml e pdde fluir pela coluna
consoante a gravidade, até ndo existir mais gotejar na
coluna. A coluna foi, entdo, centrifugada a 150 x g durante
1 minuto. A resina foil lavada com um volume eguivalente de

tampdo de equilibrio. Este passo foi diversas vezes
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repetido de forma a carregar toda a amostra na resina. A
eluicdo das proteinas ligadas foi realizada através da
diminuicdo do pH. O tampido de eluicdoc A consistiu em 20 mM
de Tris-HCI, 5 mM de NaCl pH: 8,0; tampdo de eluic&o B = 20
mM de fosfato de sédio pH 7,0; tampdo de eluicéo C = 20 mM
de fosfato de sdédio pH 6,0; tampido de eluicdo D = 20 mM de
fosfato e citrato de sdédio pH 5,0; tampdo de eluicdo E = 20
mM de fosfato e citrato de sédio pH 4,0; tampdo de eluicédo
F = 20 mM de fosfato e citrato de sédio pH 3,4; tampdo de
eluicdo G = 30% acetonitrilo em tampdo de eguilibrio F. A
eluicdo foi realizada aplicando 2 x 75 pl do tampdo de
eluicdo com centrifugacdo a 150 x g durante 1 minuto. Cada
fraccdo recolhida (150 pl) foi concentrada em concentrador
tipo Speed-vac a um volume de 10 pul. Os perfis das
proteinas foram analisados por espectrometria SELDI-TOF MS
com ensaio tipo SAX ProteinChip. O chip foi equilibrado com
um tampdo de equilibrio constituide por 20 mM de Tris-HCI,
5 mM de NaCl, pH=9,0. Uma aliquota de 0,5 pl de cada uma
das fraccdes concentradas foi directamente aplicada em 2,5
pl de tampdo de 1ligacdo por ponto e processada conforme
descrito anteriormente. As restantes fraccdes foram
carregadas num gel Tris-tricina, conforme descrito adiante.
O pico expresso de forma distinta de 13,4 kDa foi eluido
com tampdo A (20 mM de Tris-HCI 5mM NaCl pH 8,0) e tampdo B
(20 mM de fosfato de sédio pH 7,0). Os picos expressos de
forma distinta de 11,8 kDa e 12,0 kDa foram verificados na
fraccdo eluida com tampdo C (20 mM de fosfato de sédio pH
6,0) e tampdo D (20 mM de fosfato e citrato de sdédio pH
5,0). O grupo com 7,7 kDa fol eluido com tampdo D (20 mM de
fosfato e citrato de sbédio pH 5,0) e tampdo E (20 mM de

fosfato e citrato de sdédio pH 4,0).
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Cada fraccdo eluida foil carregada num gel tris-tricina de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio e sujeitos a
electroforese (SDS PAGE). Apds coloracdo com azul de
Coomasie, as bandas verificadas no gel confirmaram os
resultados obtidos rela anélise SELDI. A banda
correspondente ao grupo de 7,7 kDa, 11,8 kDa e 12,0 kDa foi
retirada. As proteinas foram extraidas conforme descrito no
Exemplo 6 e identificadas por Q-TOF. A analise por
espectrometria de massa do pico de 7,7 kDa ndo coincidiu
com nenhuma proteina humana conhecida; no entanto, poderé
indiciar uma nova variante ou um homdélogo de mioglobina. As
sequéncias peptidicas foram as seguintes:
XXAD(L/I)AGHG(Q/K)EV(L/I) (L/I)R e

HGTVV(L/I)TA(L/I)GG(L/I) (L/I)K.

A andlise por espectrometria de massa dos picos de 11,8 kDa
e 12,0 kDa identificou beta-2 microglcocbulina em ambos.

Dado que o grupo de 13,4 dKa n&o foi verificado neste gel
de tris-tricina, foil realizada uma electroforese tipo SDS-
PAGE em gel de tris-glicina com amostras cruas de LCR. A
banda correspondente a beta-2 microglobulina ndo foi
facilmente encontrada neste gel. Concluiu-se, entdo, que a
migracdo da proteina acima da beta-2 microglobulina poderia
corresponder a abundante proteina seguinte verificada no
perfil SELDI, nomeadamente o pico de 13,4 dKa. A banda foi
extirpada do gel e digerida por tripsina antes da anélise
MALDI. A anédlise da “impressédo digital” da massa peptidica
permitiu & identificacd&o da cistatina C. A cobertura da

sequéncia fornecida pela analise foi de 60%.

Exemplo 4: Electroforese monodimensional / géis de tris-

glicina
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20 pl de LCR foram misturados com 10 pl de tampido de
Laemmli [Laemmli 1970]. As amostras foram aquecidas a 95°C
durante 5 minutos, e carregadas em SDS-gel poliacrilamida
com T 15% (T= concentracdo total de acrilamida) de acordo
com o método de Laemmli. Os géis foram corados numa solucgdo
com azul de Coomassie brilhante R-250 (0,1% p/v) e metanol
(50% v/v) durante 30 minutos. A descoloracdo fol realizada
numa solucdoc com metanol (40% v/v) e é&cido acético (10%

v/v).

Exemplo 5: Electroforese monodimensional: géis de tris-

tricina

A electroforese tipo SDS-PAGE de tris-tricina foi realizada
de acordo com Schagger e Von Jagow [1987], recorrendo a
géis T pré-fundidos de 16,5% (Biorad, Hercules, CA). O
tampdo anddico consistiu em 0,2 M de tris-HCI, pH 8,9 e o
tampdo catddico consistiu em 0,1 M de tris-HCI, 0,1 M de
tricina, 0,1% SDS, pH 8,25. As amostras foram diluidas em
10 pl de 50 mM de tris-HCI, 4% (p/v) SDS, 12% (p/v) de
sacarose, 5% (v/v) de mercaptoetanol, e tracos de azul de
bromofenol, pH 6,8. Apds denaturacdo a 95°C durante 5
minutos, as amostras foram carregadas no gel. Os géis foram
testados a 80 V durante 3 horas. Apbs a electroforese, os
géis foram fixados em 40% metanol e 10% &cide acético
durante 30 minutos. Os géis foram, entdo, corados com azul
de Coomassie coloidal G250 durante a noite e descorados em
30% metanol. As Dbandas a serem identificadas foram
imediatamente cortadas, colocadas num tubo cénico Eppendorf

e mantidas a 4°C até posteriores analises. As massas
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moleculares aparentes foram determinadas pelo
estabelecimento do peso molecular de referéncia (MW) dos
polipeptideos: triosefosfato isomerase MW : 26,625;
micglobina  MW: 16,950; g—lactalbumina MW : 14,437;
aprotinina MW: 6,512; cadeia b da insulina, oxidada MW:

3,49¢ e bacitracina MW: 1,423 (Biorad).

Exemplo 6: Digestdo da proteina e extracgcdo dos peptideos
[Bienvenu 1999]

Foram cortados fragmentos de géis contendo proteinas de
interesse, ©para digestdo das proteinas com tripsina,
através dos procedimentos previamente publicados
[Shevchenko 1990, Hellman 1994, Rosenfeld 1992] e
modificadas conforme descrito adiante. O pedaco de gel foi
descorado com 100 pl de 50 mM de bicarbonato de aménio, 30%
(v/v) de acetonitrilo durante 15 minutos, a temperatura
ambiente. A solucdo descorante foi retirada e substituida
por 25 nl de 10 mM de DL-ditiotreitol (DTT) em 50 mM de
bicarbonato de amdénio e incubada durante 35 minutos a 56°C.
A solucdoc DTT foi, entdo, substituida por 25 pl de 55 mM de
iodoacetamida em 50 mM de bicarbonato de aménio e incubada
durante 45 minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Os
pedacos de gel foram lavados durante 10 minutos com 100 ul
de 50 mM de bicarbonato de aménio e, durante 10 minutos,
com 100 pl de 50 mM de bicarbonato de aménio e 30% (v/v) de
acetonitrilo.

Os pedacos de gel foram, entédo, secos durante 30 minutos em
centrifuga de vacuo Hetovac (HETO, Allerod, Dinamarca). Os
pedacos secos de gel foram novamente hidratados durante 45

minutos a 4°C em 5-20 pl de uma solugdo de 50 mM de
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bicarbonato de amdénio contendo tripsina em 6,25 ng/ul. Apds
uma incubac&o nocturna a 37°C, os pedacos de gel foram
secos em centrifuga de vacuo antes de serem novamente
hidratados pela adic&o de 20 pl de A&gua destilada e,
finalmente, secos novamente em concentrador tipo Speed-vac
durante 30 minutos. A extraccdo dos peptideos foi realizada
com 20 pl de 0,1% (v/v) de &acido trifluoroacético (TFA)
durante 20 minutos, a temperatura ambiente, com agitacéo
ocasional. A solugdo de TFA contendo os peptideos foi
transferida para um tubo de polipropileno. Foi realizada
uma segunda eluicdo com 20 pl de 0,1% (v/v) de TFA em 50%
(v/v) de acetonitrilo durante 20 minutos, a temperatura
ambiente, com agitacdo ocasional. A segunda solucdo de TFA
foi adicionada a primeira. O volume dos extractos
adicionados foi reduzido a 1-2 pl por evaporac¢do sob vacuo.
Foram levadas a cabo extraccdes de controlo com recurso a

pedacos de gel vazios de proteinas.

Exemplo 7: Identificagdo de proteinas por anadlise da

“impressdo digital” da massa peptidica

1,5 npl da amostra foram colocados numa placa alvo de
espectrémetro tipo MALDI. Foram adicionados volumes
idénticos de matriz (10 mg/ml de oO-cianc-4-acido
hidroxicindmico em 50% (v/v) de acetonitrilo, 0,1% (v/v) de
TFA) & digestdo previamente carregada. As amostras foram
secas o mais rapidamente possivel, usando um recipiente em
vacuo. As medigbes méssicas da solugdo liquida foram
levadas a cabo com um espectrémetro de massa MALDI-TOF
Voyager™ Elite and Super STR (PerSeptive Biosystems,

Framingham, MA, EUA), equipado com um laser de nitrogénio
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de 337 nm. O analisador foi utilizado no modo reflector
(tipo reflectron) em voltagem ascendente de 20kV, com um
pardmetro de extraccdo retardada de 100-140 ns e uma porta
de massa baixa de 850 Da. A poténcia do laser foi
programada ligeiramente acima do limiar (10-15% acima do
limiar) para producgdo molecular idnica. Os espectros foram
obtidos pela soma de 10 a 256 raios laser consecutivos. As
massas dos 60 picos mais elevados foram extraidas a partir
dos espectros e usadas na identificacido das proteinas
através de ferramenta de andlise da “impressdo digital” da
massa peptidica Smartldent [Gras 1999]. A pesguisa foi
elaborada com recurso a bases de dados SWISS-PROT e TrEMBL.
A pesqguisa foli direccionada apenas para seres humanos, ©
numero minimo de massas coincidentes foi de 4, a tolerédncia
méxima das massas foi de 50 pom apds calibracdo interna com
produto de autdlise de tripsina, foi tolerada no maximo uma
clivagem para os peptideos tripticos, e as alteracgdes
aceites foram a carboximetilacdo de cisteinas com

iodoacetamida e oxidacdo artefactual de metioninas.

Exemplo 8: Identificagdo de proteinas por anadlise de
fragmentacdo de peptideos

Antes da separacdo por nano-cromatografia liquida, os
volumes de peptideos com solugdes foram ajustados a 7 pl
pela adicdoc de uma solugdo de acido foéormico de 0,1% (v/v).
As amostras foram colocadas num sistema automético
(autosampler) Triathlon (Spack, Emmen, Holanda). Para cada
experiéncia, foram injectados 5 pl de peptideos contendo
solucéo numa c¢coluna Cl8 de fase inversa de 75 um de

didmetro interno (YMS-0DS-AQ200, Michrom Bioresource,
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Auburn, CA). Os peptideos foram eluidos com um gradiente de
acetonitrilo (ACN) na presenca de acido férmico 0,1% (v/v),
e recorrendo a bombas SunFlow (SunChrom, Friederichsdorf,
Alemanha) . Utilizou-se um separador de fluxo para diminuir
a velocidade do fluido apds as bombas, de 200 para 0,4
pl/min. Os peptideos foram analisados com um espectrdmetro
de massa de tempo de voo com quatro pdlos (Q-TOF)
(Micromass, Wythenshawe, Inglaterra). Aplicou-se uma tensédo
de 2700 V no capilar do nano-electrospray (New Objective,
Woburn, MA, EUA). Utilizou-se argdc como gas de colisdo. A
energia de colisdo foi definida como uma funcdo da massa do
i80 percursor. Os espectros MS/MS foram obtidos por troca
automatica entre os modos MS e MS/MS. Os dados obtidos no
modo MS/MS foram convertidos num formato compativel
(ficheiros DTA) por software ProteinLynx (Micromass,
Wythenshawe, Inglaterra) e analisados através de motores de
busca convencionais em comparacdo com as bases de dados
SWISS-PROT, TrEMBL, NCBInr e EST. Nos casos de
interpretacdo manual dos dados obtides por MS/MS, a
identificacdo foi realizada por mera pesquisa de sequéncia.
Verificou-se gque o marcador M5 era um fragmento de
cistatina C, que os marcadores M3 e M4 eram isoformas de
beta-2 microglobulina e que M2 era uma nova variante ou
homdélogo de mioglobina. Verificou-se que o marcador M1l era

um fragmento da proteina neurossecretora VGF.

Exemplo 9: Andlise estatistica

Calcularam-se os valores-p através de métodos estatisticos

padrdo ja& conhecidos dos especialistas. 0Os valores-p
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inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente

relevantes.

Exemplo 10: Isolamento do fragmento de 4,8 kDa (Marcador
M1)

Algumas amostras de LCR de pacientes de controlo foram
fraccionadas por um dispositivo de filtragem Centricon 30
(Millipore Corp., Bedford, MA), de forma a remover a
proteina com peso molecular superior a 30 kba. O sal e o
polipeptideo com peso molecular inferior a 3kDa foram
removidos recorrendo a um Centricon 3 (Millipore Corp.,
Bedford, MA). O Centricon 3 foi, entdo, lavado com &gua
destilada ultra pura. Nessa fraccdo lavada, concluiu-se gue
o fragmento de 4,82 kDa era o maior componente. Esta
fraccdo liquida foi reduzida com uma solucdo de 10 mM de
1,4-diticeritritol durante 1 hora, a 56°C, e de seguida,
foi algquilada com 54 mM de i1odoacetamida durante 45
minutos, a temperatura ambiente. Finalmente, o polipeptideo
foi digerido com € mg/ml de tripsina, durante a noite e a
37°C. Esta fracgdo liquida foi analisada por nano-
cromatografia liguida e Q-TOF, conforme descrito

anteriormente.

Exemplo 11: Materiais de diferentes superficies para

analise por SELDI-TOF

Através de SELDI-TOF, realizou-se uma analise de 10
amostras de LCR de 10 pacientes com doenca de Alzheimer e
10 pacientes do grupo de controlo, em trés superficies

diferentes: a superficie hidré6foba H50, a superficie WCX2 e
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a superficie IMAC (Ciphergen Biosystems, Fremont, CA, EUA,
resp.). Foram observados sete picos expressos de forma
distinta na superficie H50, cinco marcadores na WCX2 e
cinco marcadores na superficie IMAC. Um teste diagndstico
que utilizou os marcadores do chip H50 revelou uma
especificidade e uma sensibilidade de 100 e 70%,
respectivamente. A combinacdo dos marcadores encontrados na
H50 e na WCX2 apresentaram uma especificidade e uma
sensibilidade de 100 e 80%. Finalmente, a combinacdo dos
marcadores presentes na HLH0, WCX2 e IMAC apresentaram uma
especificidade e uma sensibilidade de 100 e 90%.

As massas médias dos polipeptideos expressos de forma

distinta, conforme determinado por SELDI-TOF utilizando

diferentes materiais de superficie, foram as seguintes:

Superficie hidré6foba H50: 7 picos

Marcador 1: 4769 £ s.d. Da
Marcador 2: 6958 + s.d. Da
Marcader 3: 6991 + s.d. Da
Marcador 4: 13412 *+ s.d. Da
Marcador 5: 13787 £ s.d. Da
Marcador 6: 17276 * s.d. Da
Marcador 7: 40437 £ s.d. Da

Superficie IMAC Cu: 5 picos

Marcador 1: 6895 + s.d. Da
Marcador 2: 6928 + s.d. Da
Marcador 3: 7691 £ s.d. Da
Marcador 4: 7769 £ s.d. Da
Marcador 5: 7934 £ s.d. Da
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Superficie WCX2: 5 picos
Marcador 1: 5082 + s.d. Da

Marcador 2: 6267 * s.d. Da
Marcador 3: 6518 + s.d. Da
Marcador 4: 7274 * s.d. Da
Marcador 5: 8209 + s.d. Da
O desvio padrdo (s.d.) & de 20 Da para cada um dos

marcadcocres. No entanto, o desvio padrdo pode também ser de
40 Da, ou 10 Da, ou 5 Da para cada marcador referido em

cima.
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REIVINDICACOES

1. Método de avaliacdo do estado da doenca de Alzheimer num
individuo, método este que compreende a deteccdo de um
polipeptideo constituido pela sequéncia de SEQ ID NO:7 numa

amostra proveniente do individuo.

2. Método de avaliacdo do estado da doenca de Alzheimer de
acordo com a reivindicagcdo n.° 1, método este que
compreende a deteccdo de, pelo menos, mais um polipeptideo
seleccionado de um grupo constituido por polipetideos
compreendendo as SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, , SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ 1D
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ 1ID
NO:17, ou seleccionado de um grupo constituide por
cistatina C humana, Dbeta-2 microglobulina humana, o
hombélogo de 7,7 kD da mioglobina humana, proteina
neurossecretora VGEF, um fragmento de pelo menos 5
aminoacidos de cistatina C humana, um fragmento de pelo
menos 5 amincadcidos de beta-2 microglobulina humana, um
fragmento de pelo menos 5 aminodcidos do homélogo de 7,7 kD
da mioglobina humana e um fragmento de pelo menos 5

aminoadcidos da proteina neurossecretora VGF.

3. Método de investigacdo da evolugdo da doenga de
Alzheimer num individuo caracterizado por um método da
reivindicacdo n.® 1 ou 2 ser realizado com pelo menos duas

amostras distintas colhidas de um mesmo individuo.



4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes n.°
1 a 3, em que a deteccdo do(s) referido(s) polipeptideo(s)

é realizada por SELDI-TOF MS.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes n.°
1 a 3, em que anticorpos especificos ou anticorpos gue
reconhecem os referidos polipeptideos sdo utilizados na

deteccdo do(s) polipeptideo (s) mencionado(s) .

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgbes n.°
1 a 5, em que a deteccdo é feita numa amostra que inclui
LCR, sangue, soro, plasma, urina, plasma seminal, liquido
aspirado do mamilo e/ou extractos celulares do referido

paciente.

Lisboa, 24/10/2008
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