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RESUMO

Introducdo: A Doenca de Alzheimer (DA) é definida como uma afeccéo
neurodegenerativa irreversivel e progressiva, de inicio insidioso caracterizada
principalmente pela diminuicdo da cognicdo, perda de memoria e confusdo mental.
Objetivos: Quantificar a expressdo do mRNA dos genes das Presenilinas 1 e 2, e
interleucinas 1B e 8 e avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do
gene IL1p4, IL8 e ILIRN, em amostras de encéfalo e sangue de pacientes com DA e
controles. Material e Métodos: No presente trabalho, foram utilizadas 247 amostras de
sangue: 82 amostras de pacientes com DA, 83 idosos sadios e 82 jovens sadios e 156
amostras de trés regides cerebrais (cortex entorrinal, cortex auditivo e hipocampo) de
52 encéfalos de 26 pacientes com DA e 26 idosos sadios. Foram utilizadas as técnicas
de gRT-PCR e PCR-RFLP/VNTR. Resultados: Em relacdo as amostras de sangue, foi
observado um aumento estatisticamente significante na expressédo do gene da IL8 e
uma diminuicdo estatisticamente significante nos niveis de expressdo do gene da
PSEN2 no grupo de pacientes com DA em relacdo a idosos e jovens sadios. Quanto a
caracterizacdo dos genotipos da IL-8, encontramos uma maior frequéncia do Alelo A
em pacientes com DA,; ja o estudo dos haplotipos dos genes da IL15 e IL1IRN revelaram
um fator protetor ou de risco para a DA quando comparado com idosos sadios. Em
relacdo as amostras de encéfalo, foi verificado um aumento estatisticamente
significante na expressdo do gene da IL-8 em pacientes com DA em relacdo a idosos
sadios, comparando todas as areas simultaneamente. Quando realizada a comparacao
individual entre as areas, as regifes do cortex entorrinal e cértex auditivo apresentaram
aumento estatisticamente significante dos niveis de expressdo do gene da IL-8 em
pacientes com doenca de Alzheimer. Verificamos uma diminuicdo estatisticamente
significante nos niveis de expressdo da PSEN2 em pacientes com DA em relacdo aos
idosos sadios, comparando todas as regides encefélicas simultaneamente. Quando a
comparacao foi realizada por regido encefalica, pacientes com DA apresentaram uma
diminuicao estatisticamente significante em relacéo a idosos sadios na regido do cortex
auditivo. Comparando as regides encefalicas no grupo de pacientes com DA houve

uma diminuicdo estatisticamente significante no cortex auditivo em relacdo ao coértex



entorrinal. Conclusdes: Observamos que em amostras de sangue houve uma maior
expressado da IL8 e uma menor expressao da PSEN2 bem como uma maior prevaléncia
do alelo A na DA e que haplotipos da IL1f5 e ILIRN revelaram um fator protetor ou de
risco para a DA. Em amostras de encéfalo houve uma maior expressdo da IL8
preferencialmente nas regifes do cortex entorrinal e auditivo e uma menor expressao
da PSEN2 preferencialmente na regido do cértex auditivo em relacdo ao cortex

entorrinal.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer. Sangue periférico. Encéfalo. Presenilinas.

Interleucinas. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.



ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease ( AD) is defined as an irreversible, progressive
neurodegenerative disorder of insidious onset characterized mainly by decreased
cognition, memory loss and mental confusion. Objectives: To quantify mRNA
expression of genes of Presenilins 1 and 2 , and interleukins 13 and 8 and evaluate the
allelic and genotypic frequencies of polymorphisms of genes IL-14, IL8 and IL1RN gene
in samples from brain and blood of patients with AD and controls. Material and
Methods: In our study, we analysed 247 blood samples comprising 82 samples from
patients with AD, 83 healthy elderly and 82 healthy young individuals and 156 samples
from three brain regions (entorhinal cortex, auditory cortex and hippocampus) of 52
brains, comprising of 26 patients with AD and 26 healthy elderly. The gRT-PCR
techniques were used and PCR-RFLP/VNTR. Results: In relation of blood samples, a
statistically significant increase in the expression of the IL8 gene and a statistically
significant decrease in the levels of expression of PSEN2 gene in patients with AD
compared to healthy elderly and young were observed. Regarding the characterization
of genotypes of IL-8, we found a higher frequency of allele A in AD patients, whereas
the study of gene haplotypes of IL13 and IL1RN revealed a protective factor or a risk for
AD compared with healthy elderly. Regarding brain samples, we have found a
statistically significant increase in expression of IL-8 gene in AD patients compared to
healthy individuals, comparing all the regions simultaneously, when the comparison
made between the individual areas, regions of the cortex entorhinal cortex and auditory
statistically significant increase in levels of expression of IL-8 gene in patients with
Alzheimer's disease. We observed a statistically significant decrease in the levels of
expression of PSEN2 in AD patients in relation to healthy elderly, considering all brain
regions at the same time. When we compared each brain region, AD patients showed a
statistically significant decrease in relation to healthy elderly in the auditory cortex
region. The AD group showed a statistically significant decrease in the auditory cortex in
relation to the entorhinal cortex. Conclusions: We observed that in blood samples was
greater expression of IL8 and a lower expression of PSEN2 well as a higher prevalence

of the A allele in AD and that the IL-14 and haplotypes IL1RN revealed a protective or



risk factor for AD. In brain samples was greater expression of IL8 preferentially in
regions of the entorhinal and auditory cortex and a lower expression of PSEN2

preferably in the region of the auditory cortex in relation to the entorhinal cortex.

Key-words: Alzheimer Disease. Blood. Brain. Presenilins. Interleukins. Real-time

polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO
1.1 Componente genético e aspectos moleculares da doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer foi caracterizada primeiramente pelo patologista Alois
Alzheimer em 1907 e trata-se de uma afeccdo neurodegenerativa irreversivel e
progressiva, de aparecimento insidioso que leva a diminuicdo da cognicédo, perda de
memoria e tendo como resultado a deméncia ' ?. Em geral, a DA de acometimento
tardio, de incidéncia apés os 60 anos de idade, ocorre de forma esporadica (90-95%
dos casos), enquanto que a DA de acometimento precoce, de incidéncia antes dos 50
anos, mostra a recorréncia familial.

Estudos genéticos envolvendo casos da Doenca de Alzheimer (DA) familial com
inicio precoce associam-se a mutacfes em trés genes principais: gene da proteina
precursora da 3-amiloide (ABPP), gene da presenilina 1 (PSEN1) e gene da presenilina
2 (PSEN2) @ % A PSEN1 e a PSEN2 estdo associadas com o aparecimento dos
sintomas na fase pré-senil enquanto o peptideo B-amildide (AB) é associado ao inicio do
desenvolvimento da DA ©®.

Entretanto, casos esporadicos e familiais de DA com inicio tardio representam
mais de 98% de todas as formas da doenca e sdo potencialmente causadas pela
interacdo de multiplos genes associados a fatores ambientais. Nesses casos, o alelo E4
do gene da apolipoproteina E (ApoE4), que apresenta uma frequéncia duas a trés
vezes maior em individuos com DA, tem sido identificado como o principal fator de risco
genético, podendo aumentar em até 50% o risco da DA €.

Muitas mutacdes associadas a esses genes levam ao aumento da expressédo do
gene da proteina precursora da -amildide e o aparecimento precoce dos sintomas.

N&o € possivel excluir os fatores ndo genéticos (inflamatorios), que também
podem influenciar a formacdo das placas senis e dos novelos neurofibrilares. Dentre
esses fatores, as citocinas sdo consideradas fundamentais, uma vez que, sua sintese
endoégena pode influenciar o acumulo do peptideo AR e a formacédo dos novelos
neurofibrilares no encéfalo, levando a perda sinaptica irreversivel e consequentemente,
alteracdes comportamentais “ 9.

A etiologia da DA é complexa ‘%, mas ha evidéncias de que mutacdes em pelo

menos quatro diferentes I6cus genético podem conferir susceptibilidade inerente a
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doenca de Alzheimer: DAL é causada pela mutagdo no gene da proteina precursora da
B-amiléide localizada no cromossomo 21 Y: DA2 é associada com o alelo ApoE4 no
cromossomo 19; DA3 é causada pela mutacdo no gene da presenilina 1 localizada no
cromossomo 14 que codifica uma proteina transmembrana integral com pelo menos
sete dominios transmembrana ®® e a DA4 é causada pela mutacdo do gene da
presenilina 2 localizada no cromossomo 1 ®* %),

E importante destacar que a associac¢do entre a DA e a sindrome de Down levou
a investigacdo e descoberta do primeiro gene associado a DA no cromossomo 21,
cromossomo extra, envolvido na sindrome de Down. Individuos com a sindrome de
Down apresentam envelhecimento prematuro e praticamente todos desenvolvem a

doenca de Alzheimer, clinica e neuropatologicamente, entre 40 e 50 anos de idade ®®

16).

O gene da proteina precursora da 3-amiléide, localizado no cromossomo 21, foi o
primeiro a ser identificado como sendo associado a DA, e tem sido considerado como
responsavel pela producéo do peptideo B-amildide, que se deposita intensamente nas
placas senis no encéfalo de afetados © 1114 16-19)

Os genes ribossémicos se encontram localizados no interior do nucléolo durante
a atividade transcricional e sdo transcritos pela RNA polimerase |, ap6s o
processamento, 0s transcritos estdo entre 0s componentes estruturais e funcionais dos
ribossomos e constituem 90-95% do RNA citoplasmatico. A transcricdo dos genes
ribossémicos ndo € somente bastante eficiente, mas também altamente regulada nos
eucariontes, uma vez que as células necessitam produzir milhares de novos ribossomos
para a proxima geracao, indispensaveis a sintese protéica das células filhas .

Segundo trabalhos publicados pelo grupo foram observados, através de estudos
realizados por técnicas citogenéticas e posteriormente técnicas moleculares, uma
diminuicdo na atividade dos genes ribossdmicos, em pacientes com DA 29,

Os resultados obtidos nestes estudos sugerem uma possivel alteracdo em
processos como a transcri¢do, tradugao ou maturagao da fragdo maior de RNA, ou seja,

degradacéo preferencial da subunidade maior de rRNA 28S.
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1.2 Genes das Presenilinas, interleucinas e a Doenca de Alzheimer

7

O encéfalo do paciente com DA € caracterizado principalmente por duas
alteracOes neuropatoldgicas: as placas senis (ou amiléide) e os novelos neurofibrilares.
As placas senis sao formadas pelo acumulo, agregacédo e depdsitos extracelulares do
peptideo B-amiléide (AB) no sistema nervoso central, que é derivado do processo de
clivagem errbneo de uma proteina transmembrana: proteina precursora da p-amildide
(ABPP) (15, 19, 25, 26)

A ABPP origina o peptideo B-amildide, através da acdo proteolitica das enzimas
B secretase e y secretase. A y secretase € formada por um complexo de proteinas
composto pelas presenilina 1, presenlina 2 e nicastrina; assim mutacées no sitio de
clivagem da ABPP, polimorfismos nos genes das enzimas secretases ou alteracdes no
complexo de proteinas podem induzir a uma clivagem errénea da ABPP aumentando a
sintese do A4, que é insoliivel e principal componente das placa senis 9.

Ja os novelos neurofibrilares correspondem ao acumulo intracelular de fibrilas
denominadas pares de filamentos espiralados (PHF) ¢ 529,

A presenilina 1 parece interagir com uma série de proteinas que modulam a atividade
da y secretase " ?®_ Em um contexto patoldgico, 185 mutacdes missense em PSEN1 e
13 mutagbes em PSEN2 foram identificadas e consideradas associadas com a doenga
de Alzheimer familial (www.molgen.ua.ac.be / ADMutations). Foi inicialmente sugerido
que estas mutacdes levam a um ganho téxico de funcdo porque eles estdo associados
com um aumento relativo na produgcdo de espécies AB mais longas e hidrofobicas,
principalmente AB1-42, que se acumulam e se agregam precocemente no curso da

a @39 caquevel et al., (2012) ©V e Park et al., (2012) ©? sugeriram, que o

doeng
estresse oxidante ativado pela sinalizacéo extracellular, contribui para o aumento em f3-
secretase e, consequentemente a um aumento geracdo de p-secretase em células
neuronais expressando PSEN2 mutante.

As interleucinas sdo moléculas de peptideos que mediam a interagdo entre as
células do sistema imune com outros sistemas, entre eles o sistema enddécrino. As
mesmas sao produzidas por uma variedade de células e seus efeitos bioldgicos se dao

através da ligacdo em receptores especificos ©2.
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O processo inflamatorio parece contribuir para a DA. Citocinas e outras
proteinas associadas a inflamacdo foram encontradas no encéfalo de pacientes com
DA e ndo em individuos controle ®¥. E amplamente aceito que a reacao inflamatéria
cronica desempenha um importante papel na patogénese da doenca de Alzheimer, e
uma variedade de fatores inflamatorios, incluindo citocinas e quimiocinas, foram
detectados em torno das placas senis e nos novelos ¢ 3¢,

Portanto alteracdes na expressao dos genes das Presenilinas 1 e 2 bem como, o
aumento da expressado do gene APP, através da duplicacdo gendmica ou mutacoes, e
a expressdo e os polimorfismos das interleucinas, podem estar associadas ao
aparecimento e a evolugcédo da DA, o que torna as Presenilinas, AB e as interleucinas

fundamentais na etiologia da doenga.

1.3 PCR em tempo real (QRT- PCR) e suas aplicacdes

A PCR em tempo real é descrita como uma extensdo da técnica da PCR
convencional, descoberta por Mullis em 1980, que permite o monitoramento e analise
da amplificacéo, a cada ciclo da reacéo ©" 3.

Existem muitos métodos que mensuram a quantidade de material genético,
entretanto o gRT-PCR apresenta os melhores resultados, com uma alta sensibilidade e
especificidade, além de uma excelente reprodutibilidade 9. Dentre todas as aplicacées
do gRT-PCR, podemos destacar a quantificagcdo da expressdo génica (relativa ou
absoluta), validacdo de plataformas de “microarray”’, deteccdo e quantificacdo de
microorganismos, identificagdo de polimorfismos e diagnésticos moleculares “9.

Na Doenca de Alzheimer, estudos recentes utilizando a técnica de PCR em
Tempo Real apresentaram resultados controversos quanto a expressao génica, em
amostras de encéfalo e sangue, de pacientes com DA e controles “**¥, tornando a
expresséo do gene da APP, y e 3 secretases e presenilinas 1 e 2 candidatas a estarem
associadas a etiologia da DA. Roher et al., (2009) “¥ propuseram que a super
expressdo do gene da proteina precursora da B-amiléide, é o principal marco no inicio
do desenvolvimento da DA.

Kumar et al., (2009) “¥ e Giliberto et al., (2009) “® destacaram o aumento da

expressao do gene da PSEN1 associado ao grande deposito de placas senis e acumulo
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do AB. Paydo et al., (1998) “® e Silva et al. (2000) “® em artigos publicados pelo nosso
grupo relataram uma diminuicdo da atividade e consequentemente uma menor
expressdo dos genes ribosomais em pacientes com DA sugerindo também sua relagéo
com a etiologia da doenga.

Em vista do exposto, a utilizacdo da técnica da PCR em Tempo Real (QRT-PCR)
para analise da expressao destes genes e associados aos polimorfismos, em amostras
de encéfalo (3 regides distintas) e sangue de pacientes com DA e controles torna-se
uma proposta extremamente original, ndo existindo nenhum relato na literatura desta
abordagem em conjunto, abrindo novas perspectivas no esclarecimento da etiologia da

DA e podendo ser um marco para outros trabalhos envolvendo este assunto.

20BJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Caracterizar a expressao dos genes das Presenilinas 1 e 2, interleucinas 13 e 8
e os polimorfismos dos genes das IL1p4, IL8 e da ILLRN em amostras de sangue e

encéfalo de pacientes com DA e controle.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Quantificar a expressdo do mRNA dos genes das Presenilinas 1 e 2, e
interleucinas 1B e 8, analisando o numero de cépias do transcrito do mRNA por meio da

técnica de PCR em Tempo Real em amostras de encéfalo;

2.2.2 Quantificar a expressdo dos mesmos genes mencionados em 2.2.1., porém em

amostras de sangue periférico de pacientes com DA, controles idosos e jovens sadios.

2.2.3. Avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos (rs16944) e
(rs1143634) do gene IL1p, IL8 e (rs4073) da IL1RN, por meio da técnica de PCR —

RFLP / VNTR em amostras de encéfalo de pacientes com DA e controle idoso;

2.2.4. Avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas dos mesmos genes citados em
2.2.3, porém em amostras de sangue periférico de pacientes com DA e controles idosos

e jovens sadios.
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SMATERIALE METODOS
3.1 Casuistica
3.1.1 Sangue periférico

Os grupos estudados foram compostos por: 82 amostras de pacientes com DA
(média de idade: 74,5 + 8,52; 563 e 269), 83 idosos sadios (média de idade: 71,73 +
8,95; 554 e 28%) e 82 jovens sadios (média de idade: 20,76 + 1,63; 542 e 289).

Aproximadamente 4 mL de sangue total periférico foi obtido através de puncao
venosa com seringa e agulha estéril em anticoagulante EDTA e utilizados para extracdo
de RNA total e DNA gendmico.

Foram incluidos no presente projeto, somente pacientes que apresentarem um
minimo de 3 anos de evolucao da doenca de Alzheimer e caracterizados pelos CDRs
(coeficiente de deméncia) (Morris, 1993) “7),

Todos o0s pacientes com doenca de Alzheimer foram selecionados no
Ambulatério de Neurologia do Comportamento da UNIFESP/EPM, sob a supervisao do
Prof. Dr. Paulo H. F. Bertolucci.

O critério diagndstico utilizado para a caracterizacdo da DA é o NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s
disease and Related Disorders Association) “® 4. Tal critério foi estabelecido com base
no DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), com adaptacfes
para o diagnostico PROVAVEL de doenca de Alzheimer.

Os outros dois grupos de individuos foram constituidos por idoso(a)s sadio(a)s
com idades aproximadas a dos pacientes com DA, sem sequela de Acidente Vascular
Cerebral, sem depressao profunda e néo alcoolista, foram avaliados pelo Mini Exame
do Estado Mental e pela aplicacdo do Indice de Katz e de jovens sadio(a)s com idades
variando entre 18 e 25 anos.

Os controles idosos foram selecionados no Ambulatério de Geriatria da FAMEMA
e os jovens sadio(a)s foram os estudantes dos cursos de Medicina e Enfermagem da
FAMEMA.
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3.1.2 Encéfalo

Os grupos foram compostos por: 52 individuos, sendo 26 pacientes com DA
(média de idade 82,14 + 6,28; 129 / 143) e 26 idosos sadios (média de idade 75,34 *
8,34; 169 / 104). Ressaltamos que, de cada encéfalo foi coletada uma amostra de
cada uma das trés regides distintas, sendo duas primariamente afetadas na doenca de
Alzheimer (DA) (hipocampo e coértex entorrinal) e uma secundariamente afetada pela
DA (cortex auditiva), totalizando 156 amostras coletadas.

Essas 3 areas distintas foram obtidas do mesmo encéfalo de pacientes com DA
e de idosos sadios, sem comprometimento neuroldgico, avaliados previamente.

Todos os pacientes com DA foram submetidos a uma triagem clinica rigorosa
que permitiu o diagnéstico da DA, tanto pelo acompanhamento do paciente em vida,
como por analise do encéfalo post mortem. A duracdo da doenca nos pacientes foi de
no minimo 3 anos de evolucdo, por outro lado o grupo de idosos sadios nao
apresentava histéria de doenca neuroldgica ou psiquiétrica.

No total, foram extraidos RNA de 150 amostras a partir das células cerebrais das
3 regides, (Cortex Entorrinal, Cortex auditiva e Hipocampo) de ambos os grupos, para

posterior analise, pois seis destas sofreram degradacao no transporte.

Banco de encéfalo no Brasil (UNIFESP/EPM)

Foram obtidas 45 amostras de encéfalo de 15 individuos (7 pacientes com DA e
8 controles idosos) envolvendo 3 regides (Cortex Entorrinal, Coértex auditiva e
Hipocampo) do banco de encéfalo coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Villares, professor
adjunto do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP/EPM e que contou com 0 apoio
da FAPESP para a estruturacao deste.

Banco de encéfalo no Canada (“The Douglas - Bell Canada Brain Bank — Montreal

Quebec — Canada”)

Foram obtidas 105 amostras de encéfalo de 35 individuos (19 pacientes com DA

e 16 controles) envolvendo 3 regifes (Cortex Entorrinal, Cortex auditiva e Hipocampo).
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O quadro de procedéncia e numero amostral dos tecidos de encéfalo e sangue
dos pacientes com DA e controles podem ser observados no QUADRO 1.

O presente projeto foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da USC — 04/15273-3 Prot. 110/04 (Universidade do
Sagrado Coracéo), FAMEMA — 09/15857-9 Prot. 511/09 (Faculdade de Medicina de

Marilia) (anexo 1).

Quadro 1 - Procedéncia e o numero amostral dos tecidos cerebral e sanguineo, de

controles e pacientes com DA, que foram utilizados no presente trabalho.

Tecido Origem da amostra Numero amostral Abordagem cientifica Total amostral

105 amostras de 3 areas
distintas (19 pacientes com Andlise da express3o
DA e 16 controles)

The Douglas - Bell Canada Brain
Bank
génica dos genes das

Cérebro o 150 amostras
Presenilinas e
UNIFESP (Banco de Cérebro _45 amostras dg 3 areas Interleucinas
/Deprtamento de Psicobiologia) distintas (07 pacientes com
DA e 08 controles)
UNIF!ESP (Disciplina de 82 pacientes com DA
Neurologia do Comportamento)
Andlise de polimorfismos
Sangue e correlagdo com a 247 amostras
FAMEMA (Disciplina de Genética expressdo génica
Hemocentro de Marilia/ 83 idosos controles e 82
Ambulatério de Geriatria/alunos jovens controles

de Graduacao/)

3.2 Extracéo de DNA

As extracdes de DNA das amostras de encéfalo foram realizadas conforme
protocolo estabelecido pelo fabricante do QlAamp DNA Mini Kit® - 51304 (QIAGEN,
Alemanha). Fragmentos das amostras de encéfalo foram submetidos ao tratamento
com uma solucéo de lise celular, posteriormente o produto foi aplicado a uma coluna de

troca idnica com alta afinidade por DNA para purificacao e eluigcéo.
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Para extragcdo de DNA de sangue total periférico obtido por meio de puncao
venosa, foi utilizado o QlAamp DNA Blood Midi Kit® - 51185 (QIAGEN, Alemanha),

segundo instrucdes do fornecedor.

3.2.1 Anédlise dos polimorfismos do gene IL18, ILIRN e IL8

A caracterizacdo dos gendtipos dos genes IL1B3, ILIRN e IL8, foi realizada
através da técnica de PCR - RFLP, que ja se encontra padronizada no nosso
laboratério, conforme descrita nos artigos cientificos publicados previamente pelo nosso

grupo (7,50, 51).

3.3 Extracédo de RNA

O tecido encefélico foi armazenado em uma solucéo para estabilizagdo de RNA,
RNAlater® Tissue Collecton — AM7020 (Ambion, EUA), segundo instrucdes do
fabricante e estocado a -20°C até o momento de sua utilizacdo. Um fragmento do tecido
(no maximo 100mg) foi pulverizado em gral/pistilo com nitrogénio liquido. Apds esse
procedimento, o RNA foi extraido utilizando o RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit - 74804
(QIAGEN, Alemanha) segundo instru¢des do fabricante.

Para a extracdo de RNA total de sangue periférico foi utilizado RiboPure ™-Blood
AM1928 (Ambion, EUA), segundo instrugdes do fornecedor.

A qualidade das amostras de RNA foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1%, e sua quantificagdo realizada utilizando o equipamento NanoDrop (ND-

2000 Spectrophotometer) para posterior armazenamento a -80°C.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. A: Amostras de
RNA extraidas de tecido encefalico e obtidas em colaboracdo com a Universidade Federal de
Sao Paulo — SP. B: Amostras de RNA extraidas de tecido encefélico e obtidas em colaboragéo
com The Douglas - Bell Canada Brain Bank — Montreal Quebec — Canada.

S31H 7448 744E T44H T43A T43E T48H ladder

l . . '

3.4 Expresséo génica por RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Para a sintese do cDNA foi utilizado o High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies/Applied Biosystems) segundo instru¢cdes do
fornecedor. As reagbes foram realizadas em um termociclador automatico GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems). O cDNA foi estocado a -80°C e utilizado
quando necessario.

As amostras foram avaliadas no termociclador automatico ABI Prism 7500 Fast
Sequence Detection System (Life Technologies/Applied Biosystems) e processadas
pelo sistema de deteccdo apds um numero variavel de ciclos em fase exponencial. Os
valores obtidos para todas as amostras foram normalizados pela razédo obtida entre o
gene de interesse e o gene de referéncia para cada tecido considerando a sua
variabilidade de informacéo.

Para escolha dos genes de referéncia nas amostras de diferentes regifes do
encéfalo, foram utilizados os genes GAPDH, SDHA e B2M, que segundo artigo de
COULSON et al, (2008)®?, utilizando amostras de encéfalo de pacientes com DA,

doenca de Parkinson e deméncia por Corpusculos de Lewy, destacaram que o fato de
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um gene de referéncia ser estavel para uma determinada doenca, ndo significa que o
sera em uma outra, evidenciando assim a importancia de utilizar mais de um gene de
referéncia. Alem destes foram utilizados os genes de referéncia ISOC2 e UBC que
foram posteriormente avaliados utilizando um banco de dados online chamado “TiGER
Documentation” (Tissue-specific Gene Expression and Regulation), que é um banco de
dados para a geracdo de informacdes completas sobre a regulagdo génica especifica
de tecidos humanos.

No presente estudo, os iniciadores e sondas especificas para amplificacdo e
deteccdo dos genes foram criteriosamente selecionados, a partir de uma relacao
(selection guide) de ensaios testados, validados e disponibilizados comercialmente
como TagMan® Gene Expression Assay — inventoried (Applied Biosystems), foram
utilizado os ensaios: PSENL1 (target; assay id: Hs00240518 m1), PSEN2 (target; assay
id: Hs00240982_m1), IL8 (target; assay id: Hs99999034 m1l), IL1B (target; assay id:
Hs01555410 _m1), B2M (endogenous control; assay id: Hs99999907 m1l), GAPDH
(endogenous control; assay id: Hs03929097_g1), UBC (endogenous control; Assay ID
Hs00824723 _m1l) e ISOC (endogenous control; Assay ID Hs00226771_m1).

As reacbes foram realizadas utilizando o sistema TagMan® (Life Technologies/
Applied Biosystems) com iniciadores e sondas especificas para a amplificacdo e
deteccao dos genes.

Para a quantificacdo relativa das moléculas de RNA nas amostras utilizamos os
valores de Ct pela formula 2-AACt ®®. Em casos em que a eficiéncia da amplificagéo for
superior a 90%, para cada amostra, o valor de ACt foi determinado subtraindo a média
das triplicatas dos valores de Ct do gene de interesse, da média das triplicatas dos
valores de Ct do gene de referéncia.

Posteriormente, para determinar o AACt, o valor de ACt de cada amostra foi
subtraido pelo valor da média de ACt das amostras normais. A este ultimo valor de
AACt foi adicionado a férmula 2-AACt e para cada amostra a quantidade de transcrito
(N vezes > ou < que o normal) foi determinada pela comparagdo com amostras de

tecido normal. Alternativamente, podera ser utilizado o critério adotado por Pfall (2001)
(54)
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3.5 Andlise Estatistica

3.5.1 Avaliacéo da expressao génica

- Tecido Cerebral
- Analise estatistica por comparacdes multiplas das trés regides cerebrais

a) Os valores relativos de cada uma das trés regides cerebrais (hipocampo, cortex
entorrinal e cortex auditiva) dos pacientes foram comparados aos dos controles, por
meio de teste t bicaudal ou pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, de acordo
com a distribuicdo e natureza das variaveis.

b) Os valores relativos obtidos das trés regides investigadas dos casos e dos
controles foram examinados em conjunto, preliminarmente, por Analise Multivariada
para a identificacdo dos Componentes Principais. A partir desta identificac&o inicial, as
regides cerebrais de cada paciente foram comparadas entre si, bem como as regides
de cada controle, pelo teste paramétrico ANOVA ou pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, de acordo com a distribuicdo e natureza das variaveis.

c) Calculo da correlacdo entre as regifes cerebrais de cada grupo de individuos
pelos valores relativos de pacientes e dos controles, por meio do coeficiente de
correlacao de Pearson ou pelo coeficiente de Spearman, para dados ndo-paramétricos.

- Tecido sanguineo

Os valores relativos de cada um dos trés grupos de individuos avaliados
(pacientes com DA, idosos sadios e jovens sadios) foram comparados, por meio de
teste ANOVA para 2 ou mais grupos ou pelo teste t student. As variaveis dicotbmicas
foram avaliadas pelo teste quiquadrado de acordo com a distribuicdo e natureza
dessas.

Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Todas as analises foram realizadas com o programa SPSS 20.0.
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3.5.2 Estudo dos Polimorfimos Genéticos no sangue e encéfalo

a) O tamanho amostral referente ao nimero de individuos com DA e de controles
foi calculado pela distribuicdo binomial, considerando-se a freqiéncia dos alelos raros,
cujos relatos da literatura e de amostra de trabalho de nosso grupo, variaram entre 0,30
a 0,40. Considerando-se estas frequéncias, o poder do teste igual a 0,99, nivel a igual a
0.05 e teste bilateral, uma amostra de 80 individuos de cada grupo estar4 mais do que
adequada ao estudo.

b) a distribuicdo dos gendtipos foi testada em relacdo ao equilibrio de Hardy-
Weinberg;

c) foi realizado estudo de associacdo caso-controle referente a cada
polimorfismo, aos haplétipos, e ao efeito da interacdo entre os polimorfismos por meio
de teste do Qui Quadrado, regresséao logistica binaria e/ou teste de Odds Ratio (OR).
No caso do polimorfismo da IL-78 foram calculados o desequilibrio de ligacdo e a

associacao dos haplotipos em relagdo a doenca.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Amostras de Sangue

Nos tépicos de 4.1.1 a 4.1.4 sdo apresentados os resultados referentes a 247
amostras, todas coletadas e submetidas a extracdo de DNA e RNA, bem como a
avaliacao da expresséo génica e ao estudo de polimorfismos.

4.1.1 Expressao dos genes das interleucinas 18 e 8

Todas as amostras de sangue foram analisadas estatisticamente para os genes
das IL1B e IL-8 (figuras 2). Para o calculo dos RQs de cada amostra, o grupo de idosos
sadios foi selecionado como amostra referéncia.

N&o houve diferenca estatisticamente significante (p=0,875) entre os trés grupos
estudados (pacientes com DA, idosos sadios e jovens sadios) na expresséo do gene da

interleucina 13 (Grafico 1).
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Figura 2 - Plot contendo o resultado das curvas de amplificacdo dos genes das interleucinas A -
1B (gene referencia GAPDH) e B - 8 (gene referéncia B2M) respectivamente.
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Grafico 1 - Expressao relativa do gene da Interleucina 138, em amostras de sangue, de
pacientes com DA, ldosos Sadios e Jovens Sadios. DA: Pacientes com doenga de Alzheimer;
Cl: idosos sadios; CJ: Jovens Sadios.
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Em relacdo a analise da expressdao da IL-8, verificamos uma diferenca
estatisticamente significante entre os trés grupos estudados (p<0,041) (pacientes com
DA, idosos sadios e jovens sadios), sendo, a expressdo desse gene, maior em
pacientes com DA seguido por idosos sadios e menor em jovens sadios (Grafico 2).
Pacientes com DA, idosos sadios e jovens sadios apresentaram no gene da IL-8 “RQs”

referentes a 2,48, 1,93 e 1,55, respectivamente, portanto 0 aumento da expressao
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parece estar relacionado diretamente com a DA, embora, o envelhecimento também
possa ser um fator determinante no aumento deste gene, porém, com menor
intensidade.

Grafico 2 - Expresséo relativa do gene da Interleucina 8, em amostras de sangue, de
pacientes com DA, Idosos Sadios e Jovens Sadios. DA: Pacientes com doenca de
Alzheimer; CI: idosos sadios; CJ: Jovens Sadios.
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Algumas hipoteses tém sido propostas para a etiologia da doenca de Alzheimer,
dentre elas, a da neuroinflamacao, resultante de diversos estudos que; em suma
demonstram a agregacdo de células da microglia em depdsitos amildides no encéfalo
de paciente com DA, e sugerem que a patogenese da DA esteja intimamente associada
a ativacdo das células da microglia ®>*®. De acordo com a hipétese neuroinflamatoéria,
as células da microglia transformam os depdésitos difusos de APP em placas senis
compactas levando ao aparecimento da DA ©.

A IL-1B na circulacdo sanguinea pode induzir febre, anorexia, e hipotensédo. No
sistema nervoso central € um importante mediador da resposta imune podendo ativar o
endotélio e potencializar a inflamagdo. Na DA, IL-1 é expressa por meio da microglia
ativada e parece induzir a sintese e aumentar o metabolismo da APP, favorecendo sua

deposicéo e formac&o das placas senis ©°.
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De acordo com 0s nossos resultados, nao verificamos diferenga estatisticamente
significante na expressao da IL-1B. A andlise da expressdo do gene da IL-78 em
sangue de pacientes com DA é pouco explorada e controversa na literatura.

De Luigi et al., (2002) ©? relataram um aumento da IL-1B circulante em pacientes
com DA, porém esse aumento ndo foi correlacionado com a expressao génica. Os
resultados obtidos por De Luigi et al., (2002) 9 yao ao encontro aos resultados do
estudo Licastro et al., (2000) ©®Y que também verificaram niveis elevados de IL-1B8 no
plasma de pacientes com DA e concluiram ainda que os altos niveis de IL-18 no plasma
de pacientes com DA ndo estdo relacionados & ativagdo do sistema imune periférico e
sugerem uma possivel correlacdo com a inflamagé&o neuronal.

Em relacdo a segunda interleucina estudada por nosso grupo, a IL-8,
verificamos, um aumento estatisticamente significante na expressao do gene da IL-8 em
pacientes com DA quando comparados aos idosos e jovens sadios. Esse resultado
corrobora com os obtidos por Walker et al., (2001) ©®? que analisaram 104 genes
relacionados com a APP em um “pool” de amostras de coértex cerebral e verificaram um
aumento de 11,7 vezes na expressao do gene da IL-8.

Por outro lado, Kim et al. (2011) ©®® analisaram a concentracdo plasmaética da IL-
8 em 18 pacientes com DA, 21 pacientes com comprometimento cognitivo moderado e
20 controles e ndo encontraram diferenca estatisticamente significante entre os grupos
estudados. Silvestroni et al., (2009) ¥ estudando cértex e cerebelo de pacientes com a
Doencga de Huntington verificaram um aumento na expresséo dos genes da IL-6 e IL-8,
resultado corrobora com o nosso, porém em patologias distintas.

Podemos destacar que é de fundamental importancia o entendimento do papel
das interleucinas na patologia da DA e que o aumento da expressao da IL-8, mesmo
em amostras de sangue, reforca a hipotese da neuroinflamag¢éo como possivel etiologia
da DA.

4.1.2 Genotipo da Interleucina 18

Os resultados referentes aos polimorfismos -31, -511 e receptor antagonista da IL1f

estdo apresentados em forma de artigo publicado em 2012 (APENDICE A).
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4.1.3 Genotipo da Interleucina 8

Nos resultados referentes a caracterizacdo dos gendtipos da IL-8 (-251) (Figura
3: A e B) verificamos que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, entretanto, quando comparamos pacientes sem o alelo A (homozigoto TT) com
0s pacientes portadores do alelo A (homozigoto AA e heterozigoto TA) a analise
estatistica revelou uma diferenca estatisticamente significante na frequéncia do Alelo A

com uma maior prevaléncia deste alelo em pacientes com DA.

Figura 3 - A) gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio para visualizacdo de um
produto da PCR de 349pb. Amostras de pacientes com DA, slots de 1 a 6; Controle negativo
slot 7 e Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen) slot 8. B) Gel de agarose 3%,
corado com brometo de etidio contendo a caracterizagdo dos gendétipos pela técnica de RFLP,
utilizando a enzima de restricdo Munl (Fermentas). Slot 1 — alelo TT; slots 2, 3, 5 e 6 — alelo TA
e slot 4 — alelo AA; slot 7 - Marcador de peso molecular de 25pb (Invitrogen).

A B
349ph [[—
202pb

349pb 147pb
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Tabela 1 - Distribuicdo dos alelos da Interleucina 8 em amostras de sangue de pacientes com

doenca de Alzheimer (DA), idosos sadios (Cl) e jovens sadios (CJ).

Tabela 1:
Distribuicdo dos alelos:

ALELOS DA Cl CJ
A 83 (50%)  64(38,5%) 74(45%)
T 81 (49%) 102(61,5%)  90(55%)
TOTAL 164 166 164

Tabela 2 - Distribuicdo dos genétipos da Interleucina 8 em amostras de sangue de pacientes

com doencga de Alzheimer (DA), idosos sadios (Cl) e jovens sadios (CJ).

Tabela 2:

Distribuicdo dos gendtipos:

GENOTIPOS DA Cl CJ
AIA 21 (25,6%) 16(19,3%)  15(18,3%)
TIT 20(24,4%) 35(42,2%)  23(23%)
TIA 41(50%)  32(38,5%)  44(53,7%)

TOTAL 82 83 82

4.1.4 Expressao dos genes das Presenilinas 1 e 2

Em relacdo a expressdo dos genes das PSEN1 e PSEN2 (figura 4) verificamos

uma diminuicdo estatisticamente significante (p=0,026*) nos niveis de expressdo do
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gene da PSEN2 no sangue de pacientes com DA quando comparados a idosos sadios
e jovens sadios, (Grafico 3). E importante destacar que também analisamos a
expressao de ambos os genes (PSEN1 e PSEN2) associados ao sexo e encontramos
uma diminuicdo estatisticamente significante do gene da PSEN2 apenas em pacientes
do sexo masculino (p=0,035*). Por outro lado, ndo houve diferenca estatisticamente
significante na expressdo dos genes das PSEN1 e PSEN2 nos pacientes do sexo

feminino.

Figura 4 - Plot contendo o resultado das curvas de amplificagdo dos genes A - Presenilinas 1

(gene referencia GAPDH) e B - Presenilinas 2 (gene referencia B2M) respectivamente.
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Gréfico 3: Expresséo relativa dos genes das Presenilinas 1 e 2, em amostras de sangue, de
pacientes com DA, ldosos Sadios e Jovens Sadios. DA: Pacientes com doenga de Alzheimer;
Cl: idosos sadios; CJ: Jovens Sadios.
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Mutacgdes na proteina precursora da beta-amil6ide, presenilina 1 e 2 podem estar
relacionadas ao inicio precoce (< 60 anos) de pacientes com doenca de Alzheimer
familiar. Embora inicialmente consideradas como a unica causa da DA de inicio
precoce, mutacdes nas présenilinas 1 e 2 tém sido relatadas em varias familias com
inicio precoce e tardio da DA ©.

Cruchaga et al., (2012) ©® relizaram um “screening” de mutacdes em APP,
PSEN1 e PSEN2, utilizando um método de sequienciamento de Ultima geracdo e
analises de bioinformatica e observaram variantes raras de genes em 439 familias com
histéria de deméncia em quatro ou mais membros da familia que contribuiram para o
aumento de risco de desenvolvimento da DA.

Mutacbes nas Presenilinas associadas a DA alteram a relacédo
Abeta42/Abeta40, uma tendéncia da Abeta se agregar na forma de espécies
neurotoxicas, se esses agregados sejam deletérios podera haver a formacgéo de placas
senis ou oligbmeros sollveis. Assim essas mutagdes alteram o carater bioquimico das
gama-secretases e sua interagdo com o substrato da APP para a propensdo ao
actimulo das placas senis no encéfalo de pacientes com DA ©7.

Aproximadamente 230 mutacbes descritas nos genes (PSEN1/PSENZ2/APP)
afetam uma via patogénica comum na sintese de APP e protedlise, o que conduzira a
uma producdo excessiva de B amildide nos casos de DA esporadica. Doenca de
Alzheimer familial de aparecimento precoce tem algumas caracteristicas distintas,
incluindo histéria familial positiva e uma variedade de sintomas ndo cognitivos e sinais
neuroldgicos ©®.

Nossos resultados em relagcdo a expressédo diferencial das Presenilinas em
sangue periférico de pacientes com DA podem corroborar com a premissa destacada
anteriormente sobre a relagdo com o depdsito das placas senis em pacientes com DA.
No entanto, sdo poucos os trabalhos na literatura no que diz respeito a este contexto,

dai a originalidade da nossa investigacao e dos resultados obtidos.
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4.2 Amostras de encéfalo

Nos topicos de 4.2.1 a 4.2.3 sdo apresentados os resultados referentes a 150
amostras de encéfalo, todas coletadas e submetidas a extracdo de DNA e RNA bem
como a avaliacdo da expressao génica e ao estudo de polimorfismos.

Os “plots” representativos da andlise da expressao génica das Interleucinas 1B e
8 e das Presenilinas 1 e 2 encontram-se inseridos nas figuras de 5 e 6 referente as
amostras de encéfalo. Sendo que, os genes foram normalizados utilizando os genes
B2M, GAPDH, ISOC2 e UBC como genes enddgenos e os calculos dos “RQs” foram

realizados utilizando as amostras de idosos sadios como referéncia.

4.2.1 Expressao dos genes das interleucinas 18 e 8

Foi verificado um aumento estatisticamente significante (p=0,021*) na expressao
do gene da IL-8 (figura 5) em amostras de encéfalo de pacientes com DA quando
comparados a idosos sadios, resultado observado quando a comparacao foi realizada
considerando todas das areas simultaneamente (Grafico 4). Em relacéo a IL-18 (figura

8) ndo houve diferenca estatisticamente significante quando realizada a mesma andalise.

Figura 5 - Plot contendo o resultado das curvas de amplificacdo dos genes das interleucinas A -

1B (gene referencia B2M) e B - 8 (gene referencia UBC) respectivamente.
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Gréfico 4 - Expressao relativa dos genes das Interleucinas 1B, em tecido cerebral, de idosos

sadios e pacientes com Doenca de Alzheimer. Comparacdo dos valores de 2-AACT entre os

grupos estudados.
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Grafico 5 - Expresséo relativa dos genes das Interleucinas 8, em amostras de encéfalo, de

pacientes com DA. Comparacédo dos valores de 2-AACT entre os grupos estudados.
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A andlise estatistica da expressdo dos genes da IL-78 e IL-8, de cada grupo
separadamente, ndo revelou diferenca significante quando as trés diferentes areas do
encéfalo (hipocampo, cértex entorrinal e cértex auditiva) foram comparadas entre si. A
expressdo da IL-78 e IL-8 se mostraram uniformemente distribuidas em diferentes
areas do encéfalo de pacientes com DA e idosos sadios (Grafico 5 e 6).

A comparacdo entre as trés areas do encéfalo de pacientes com Alzheimer e
idosos sadios ndo apresentou diferenca estatisticamente significante para os dois
genes discutidos no presente topico (IL-718 e IL-8), entretanto, quando realizada a
comparacao entre as areas individualmente, as regides do coOrtex entorrinal e cortex
auditivo apresentaram aumento estatisticamente significante dos niveis de expressao
do gene da IL-8 em pacientes com Doenca de Alzheimer (p=0,036* e 0,016*
respectivamente); por outro lado a regido do hipocampo n&o apresentou diferenca
estatisticamente significante entre pacientes com doenca de Alzheimer e idosos sadios
(p=0,158). Em relacgdo a interleucina 1B, a analise entre as areas individualmente nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante.

Estudo da expressdo génica das IL-18 e da IL-8 em regibes do encéfalo de
pacientes com DA e ldosos sadios séo restritos na literatura, a dificuldade de obtencéo
das amostras parece ser o principal obstaculo enfrentado pelos pesquisadores.

Liu e colaboradores (2011), realizaram a implantacdo de pellets impregnados
com IL-1B em ratos e demostraram que a IL-1 induz a expressao da APP, IL-1a e da
ApoE e que sua expressao desregulada pode favorecer o desenvolvimento da DA. Em
relacdo a IL-1p3, os resultados n&do apresentaram diferenga estatisticamente significante.
Liano e colaboradores (2012) mensuraram a concentracao de IL-13 no CSF (Cerebral
Spinal Fluid) e verificaram um aumento significativo desta interleucina do CSF,
sugerindo uma possivel relacdo entre a fase da DA e as concentracdes de IL-1 no
CSF.

Em relagéo a IL-8, nossos resultados corroboram em parte com os de Walker et
al. (2001) que verificaram um aumento da expressado da IL-8 em amostras de cOrtex
cerebral de pacientes com DA e com os de Silvestroni e colaboradores (2009) que
estudando cortex e cerebelo de pacientes com a Doenca de Huntington verificaram um

aumento na expressao dos genes da IL-6 e IL-8. O aumento da expressao da IL-8
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parece estar ligado diretamente com a neuroinflamagdo e ativagdo das células
cerebrais, porém sugerimos que em cada regido cerebral tenha uma particularidade na
expressdo da IL-8 o que justifica os resultados em diferentes areas do encéfalo do
mesmo paciente.

Fica clara a importancia das interleucinas da DA, porém, estudos adicionais
futuros ser@o necessarios para esclarecer o papel destas interleucinas e a forma de

expressao nas diferentes areas do encéfalo de pacientes com DA e idosos sadios.

4.2.2 Expresséo dos genes das Presenilinas 1 e 2

Em relacdo a expressédo dos genes da PSEN1 e PSEN2 (figura 6) no encéfalo de
pacientes com DA e controles idosos, verificamos uma diminuigdo estatisticamente
significante (p=0,046*) nos niveis de expressdo da PSEN2 em amostras de encéfalo de
pacientes com DA quando comparados a idosos sadios, resultado observado quando a

comparacao foi realizada em todas regides encefalicas simultaneamente (Grafico 6).

Figura 6 - Plot contendo o resultado das curvas de amplificacdo dos genes A - Presenilinas 1

(gene referencia GAPDH) e B - Presenilinas 2 (gene referencia ISOC) respectivamente.
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Gréfico 6 - Expressao relativa do gene da Presenilina 1 em amostras de encéfalo de idosos

sadios e pacientes com Doenca de Alzheimer. Comparacdo dos valores de 2-AACT entre os

grupos estudados.
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Grafico 7 - Expresséo relativa do gene da Presenilina 1 em amostras de encéfalo de idosos

sadios e pacientes com Doenca de Alzheimer. Comparacao dos valores de 2-AACT entre os

grupos estudados.
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Quando a andlise foi realizada por regido encefélica, pacientes com DA
apresentaram uma diminuicéo estatisticamente significante (p=0,016*) da expresséo do
gene da PSEN2 em relacdo a idosos sadios, resultado observado apenas na regido do
cortex auditivo, area secundariamente afetada na DA (Grafico 7).

A comparacao entre as trés areas do encéfalo de idosos sadios ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante para os dois genes discutidos no presente topico
(PSEN1 e PSEN2) (Gréficos 6 e 7), porém no grupo de pacientes com Alzheimer,
guando realizada a comparacdo entre as areas individualmente, a regido do cortex
auditivo apresentou niveis de expressédo do gene da PSEN2 diminuidos em relacédo ao
cortex entorrinal, resultado ndo observado quando comparados com a regidao do
hipocampo (Grafico 7). Este resultado sugere uma distribuicdo desigual da expressao
do gene da PSEN2 entre as areas do encéfalo de pacientes com DA. E importante
destacar que o cortex entorrinal e o hipocampo sédo areas primariamente afetadas pela
DA e a alteracdo dos niveis de expressao podem estar associados diretamente ao
estadiamento da DA.

Andlise de transfeccdo de niveis de proteina PSEN1 humana
em cérebros de ratos transgénicos PSEN1, utilizando anticorpos especificos para C
terminal revelou uma super-expressao de proteina PSEN1 humana. Para confirmar a
efeito de substituicho da PSEN1 humana exdgena, foi avaliado e confirmado
o nivel de PSEN2 endogena através de analise do nivel de PSEN2 usando anti-soro
para reconhecer o fragmento C-terminal da PSEN2 (PSEN2-CTF). Como esperado, o
nivel de PSEN2-CTF foi significativamente reduzido em cérebros de ratos transgénicos
PSEN1 quando comparado aos controles (Li et al., 2012).

A ABPP origina o peptideo B-amildide, através da agéo proteolitica das enzimas
B secretase e y secretase. A y secretase é formada por um complexo de proteinas
composto pelas presenilina 1, presenilina 2 e nicastrina; assim mutagdes no sitio de
clivagem da ABPP, polimorfismos nos genes das enzimas secretases ou alteragdes no
complexo de proteinas podem induzir a uma clivagem erronea da ABPP aumentando a
sintese do A4z, que € insollvel e principal componente das placa senis (Chiang et al.,
2008).
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Kumar et al., (2009) e Giliberto et al., (2009) destacaram o aumento da
expressdo do gene da PSEN1 associados ao grande deposito de placas senis e
acumulo do AB. Smith et al. (1996), Payéao et al. (1998) e Silva et al. (2000) do nosso
grupo relataram uma diminuicdo da atividade e conseqientemente uma menor
expressao dos genes ribosomais em pacientes com DA sugerindo também sua relacao

com a etiologia da DA.

4.2.3 Gendétipo das Interleucinas 18 e 8

O presente projeto também visa a divulgacdo dos resultados das analises
estatisticas dos gendtipos/alelos da Interleucina 8 e Interleucina 13 porém, o pequeno
namero de amostras para a caracterizacdo dos genotipos/alelos possa influenciar os
resultados.

N&o houve associacdo entre nenhum genotipo e/ou alelo dos genes da IL-718 e

IL-8 com a Doenca de Alzheimer.

5 CONCLUSAO

1 - Nao houve diferenca estatisticamente significante na expressao dos genes
PSENL1 e /L18 em material de encéfalo de pacientes com DA e idosos sadios. Por outro
lado, verificamos uma diminui¢do estatisticamente significante nos niveis de expressao
da PSEN2 em pacientes com DA comparados a idosos sadios, quando consideradas
todas as regides encefalicas simultaneamente. Quando realizada a comparacédo entre
as areas individualmente, pacientes com DA apresentaram uma diminuicdo
estatisticamente significante em relacdo a idosos sadios na regido do cortex auditivo e
comparando apenas 0 grupo de pacientes com DA houve uma diminuicdo
estatisticamente significante no cortex auditivo em relagdo ao cortex entorrinal. Foi
verificado ainda um aumento estatisticamente significante na expresséao do gene da IL-
8 em pacientes com DA em relacdo aos idosos sadios, comparando todas as areas
simultaneamente. Quando realizada a comparacdo entre as areas individualmente, as
regides do cortex entorrinal e cortex auditivo apresentaram aumento estatisticamente
significante dos niveis de expressdo do gene da IL-8 em pacientes com Doenca de

Alzheimer.
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2 - No sangue periférico ndo houve diferenca estatisticamente significante na
expressao dos genes PSENL1 e /L1718 nos grupos de idosos sadios, pacientes com DA e
jovens sadios. Quando da andlise da expressdo do gene PSEN2 foi observada uma
diminuicao estatisticamente significante no grupo de pacientes com DA em relacdo aos
idosos controles e jovens sadios, por outro lado os grupos de idosos e jovens sadios
nao diferiram significantemente. Em relacdo a analise da expressdao da IL-8,
verificamos uma diferenca estatisticamente significante entre os trés grupos estudados,
sendo, a expressdo desse gene, maior em pacientes com DA seguido por idosos sadios

e jovens sadios.

3 - N&o houve associacao entre nenhum gendétipo e/ou alelo dos genes da IL-1f3
e IL-8 com a Doenca de Alzheimer, porém, o pequeno nimero de amostras para a

caracterizacdo dos gendétipos/alelos possa influenciar os resultados.

4 - Verificamos que nao houve diferenca estatisticamente significante a
caracterizacdo dos genotipos da IL-8, entretanto, quando comparamos pacientes sem o
alelo A com os pacientes portadores do alelo A e heterozigoto a analise estatistica
revelou uma diferenca estatisticamente significante na frequéncia do Alelo A com uma
maior prevaléncia deste alelo em pacientes com DA. Quanto & caracterizacdo dos
gendtipos da IL-8, encontramos uma maior frequéncia do Alelo A em pacientes com DA;
ja o estudo dos haplétipos dos genes da IL15 e ILIRN revelaram um fator protetor ou
de risco para a DA quando comparado com idosos sadios. Verificamos que a
frequéncia dos gendtipos dos genes das IL1S e ILIRN ndo apresentaram diferenca
significante, porém quando associados revelaram que o haplétipo -511C/-31T/2-
repeticbes tinha um efeito protetor na DA, quando comparado a idosos sadios,
enquanto que o haplétipo -511C/-31C/1-repeticdo e estaria associado a um fator de

risco para DA. (Apendice A — artigo 1)
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O Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Marilia,
recebeu o protocolo de estudo n® 064/99, intitulado: “Avaliacédo Quantitativa do RNA e Caracterizacéo do
Protocolo dos Genes Ribossémicos na Doenga de Alzhermer (DA)”, foi considerado APROVADO em
Reunido Ordinaria — 28/06/1999, aceito de acordo com a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude,
pode ser iniciado.

Este Protocolo foi Alterado o Titulo e o n° 511/09: Expressdo dos Genes Ribossémicos e da
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