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RESUMO 

 

Introdução: A Doença de Alzheimer (DA) é definida como uma afecção 

neurodegenerativa irreversível e progressiva, de início insidioso caracterizada 

principalmente pela diminuição da cognição, perda de memória e confusão mental. 

Objetivos: Quantificar a expressão do mRNA dos genes das  Presenilinas 1 e 2, e 

interleucinas 1β e 8 e avaliar as frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos do 

gene IL1, IL8 e IL1RN, 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 três regiões cerebrais (córtex entorrinal, córtex auditivo e hipocampo) de 

52 encéfalos de 26 pacientes com DA e 26 idosos sadios. Foram utilizadas as técnicas 

de qRT-PCR e PCR-RFLP/VNTR. Resultados: Em relação às amostras de sangue, foi 

observado um aumento estatisticamente significante na expressão do gene da IL8 e 

uma diminuição estatisticamente significante nos níveis de expressão do gene da 

PSEN2 no grupo de pacientes com DA em relação a idosos e jovens sadios.  Quanto a 

caracterização dos genótipos da IL-8, encontramos uma maior frequência do Alelo A 

em pacientes com DA; já o estudo dos haplótipos dos genes da IL1 e IL1RN revelaram 

um fator protetor ou de risco para a DA quando comparado com idosos sadios. Em 

relação às amostras de encéfalo, foi verificado um aumento estatisticamente 

significante na expressão do gene da IL-8 em pacientes com DA em relação a idosos 

sadios, comparando todas as áreas simultaneamente. Quando realizada a comparação 

individual entre as áreas, as regiões do córtex entorrinal e córtex auditivo apresentaram 

aumento estatisticamente significante dos níveis de expressão do gene da IL-8 em 

pacientes com doença de Alzheimer. Verificamos uma diminuição estatisticamente 

significante nos níveis de expressão da PSEN2 em pacientes com DA em relação aos 

idosos sadios, comparando todas as regiões encefálicas simultaneamente. Quando a 

comparação foi realizada por região encefálica, pacientes com DA apresentaram uma 

diminuição estatisticamente significante em relação a idosos sadios na região do córtex 

auditivo. Comparando as regiões encefálicas no grupo de pacientes com DA houve 

uma diminuição estatisticamente significante no córtex auditivo em relação ao córtex 



 

 

 
 

entorrinal. Conclusões: Observamos que em amostras de sangue houve uma maior 

expressão da IL8 e uma menor expressão da PSEN2 bem como uma maior prevalência 

do alelo A na DA e que haplotipos da IL1 e IL1RN revelaram um fator protetor ou de 

risco para a DA. Em amostras de encéfalo houve uma maior expressão da IL8 

preferencialmente nas regiões do córtex entorrinal e auditivo e uma menor expressão 

da PSEN2 preferencialmente na região do córtex auditivo em relação ao córtex 

entorrinal. 

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

Interleucinas. Reação 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 1β and 8 and evaluate the 

allelic and genotypic frequencies of polymorphisms of genes IL-1, 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 qRT-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 IL1 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-1 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 INTRODUÇÃO 

1.1 Componente genético e aspectos moleculares da doença de Alzheimer 

A Doença de Alzheimer foi caracterizada primeiramente pelo patologista Alois 

Alzheimer em 1907 e trata-se de uma afecção neurodegenerativa irreversível e 

progressiva, de aparecimento insidioso que leva à diminuição da cognição, perda de 

memória e tendo como resultado a demência (1, 2). Em geral, a DA de acometimento 

tardio, de incidência após os 60 anos de idade, ocorre de forma esporádica (90-95% 

dos casos), enquanto que a DA de acometimento precoce, de incidência antes dos 50 

anos, mostra a recorrência familial. 

Estudos genéticos envolvendo casos da Doença de Alzheimer (DA) familial com 

início precoce associam-se a mutações em três genes principais: gene da proteína 

precursora da β-amilóide (AβPP), gene da presenilina 1 (PSEN1) e gene da presenilina 

2 (PSEN2) (3, 4). A PSEN1 e a PSEN2 estão associadas com o aparecimento dos 

sintomas na fase pré-senil enquanto o peptídeo β-amilóide (Aβ) é associado ao inicio do 

desenvolvimento da DA (5). 

Entretanto, casos esporádicos e familiais de DA com início tardio representam 

mais de 98% de todas as formas da doença e são potencialmente causadas pela 

interação de múltiplos genes associados a fatores ambientais. Nesses casos, o alelo E4 

do gene da apolipoproteína E (ApoE4), que apresenta uma freqüência duas a três 

vezes maior em indivíduos com DA, tem sido identificado como o principal fator de risco 

genético, podendo aumentar em até 50% o risco da DA (6-8). 

Muitas mutações associadas a esses genes levam ao aumento da expressão do 

gene da proteína precursora da β-amilóide e o aparecimento precoce dos sintomas. 

Não é possível excluir os fatores não genéticos (inflamatórios), que também 

podem influenciar a formação das placas senis e dos novelos neurofibrilares. Dentre 

esses fatores, as citocinas são consideradas fundamentais, uma vez que, sua síntese 

endógena pode influenciar o acúmulo do peptídeo Aβ e a formação dos novelos 

neurofibrilares no encéfalo, levando à perda sináptica irreversível e consequentemente, 

alterações comportamentais (2, 9). 

A etiologia da DA é complexa (10), mas há evidências de que mutações em pelo 

menos quatro diferentes lócus genético podem conferir susceptibilidade inerente à 
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doença de Alzheimer: DA1 é causada pela mutação no gene da proteína precursora da 

β-amilóide localizada no cromossomo 21 (11); DA2 é associada com o alelo ApoE4 no 

cromossomo 19; DA3 é causada pela mutação no gene da presenilina 1 localizada no 

cromossomo 14 que codifica uma proteína transmembrana integral com pelo menos 

sete domínios transmembrana (12) e a DA4 é causada pela mutação do gene da 

presenilina 2 localizada no cromossomo 1 (13, 14). 

É importante destacar que a associação entre a DA e a síndrome de Down levou 

a investigação e descoberta do primeiro gene associado à DA no cromossomo 21, 

cromossomo extra, envolvido na síndrome de Down. Indivíduos com a síndrome de 

Down apresentam envelhecimento prematuro e praticamente todos desenvolvem a 

doença de Alzheimer, clínica e neuropatologicamente, entre 40 e 50 anos de idade (15, 

16). 

O gene da proteína precursora da β-amilóide, localizado no cromossomo 21, foi o 

primeiro a ser identificado como sendo associado à DA, e tem sido considerado como 

responsável pela produção do peptídeo β-amilóide, que se deposita intensamente nas 

placas senis no encéfalo de afetados (9, 11, 14, 16-19). 

Os genes ribossômicos se encontram localizados no interior do nucléolo durante 

a atividade transcricional e são transcritos pela RNA polimerase I, após o 

processamento, os transcritos estão entre os componentes estruturais e funcionais dos 

ribossomos e constituem 90-95% do RNA citoplasmático. A transcrição dos genes 

ribossômicos não é somente bastante eficiente, mas também altamente regulada nos 

eucariontes, uma vez que as células necessitam produzir milhares de novos ribossomos 

para a próxima geração, indispensáveis à síntese protéica das células filhas (20). 

Segundo trabalhos publicados pelo grupo foram observados, através de estudos 

realizados por técnicas citogenéticas e posteriormente técnicas moleculares, uma 

diminuição na atividade dos genes ribossômicos, em pacientes com DA (21-24). 

Os resultados obtidos nestes estudos sugerem uma possível alteração em 

processos como a transcrição, tradução ou maturação da fração maior de RNA, ou seja, 

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

O encéfalo do paciente com DA é caracterizado principalmente por duas 

alterações neuropatológicas: as placas senis (ou amilóide) e os novelos neurofibrilares. 

As placas senis são formadas pelo acúmulo, agregação e depósitos extracelulares do 

peptídeo -amilóide (A) no sistema nervoso central, que é derivado do processo de 

clivagem errôneo de uma proteína transmembrana: proteína precursora da -amilóide 

(APP) (15, 19, 25, 26). 

A APP origina o peptídeo -amilóide, através da ação proteolítica das enzimas 

β secretase e ץ secretase. A ץ secretase é formada por um complexo de proteínas 

composto pelas presenilina 1, presenlina 2 e nicastrina; assim mutações no sitio de 

clivagem da APP, polimorfismos nos genes das enzimas secretases ou alterações no 

complexo de proteínas podem induzir a uma clivagem errônea da APP aumentando a 

síntese do A42, que é insolúvel e principal componente das placa senis (19).  

Já os novelos neurofibrilares correspondem ao acúmulo intracelular de fibrilas 

denominadas pares de filamentos espiralados (PHF) (2, 15, 25). 

A presenilina 1 parece interagir com uma série de proteínas que modulam a atividade 

da ץ secretase (27, 28). Em um contexto patológico, 185 mutações missense em PSEN1 e 

13 mutações em PSEN2 foram identificadas e consideradas associadas com a doença 

de Alzheimer familial (www.molgen.ua.ac.be / ADMutations). Foi inicialmente sugerido 

que estas mutações levam a um ganho tóxico de função porque eles estão associados 

com um aumento relativo na produção de espécies A mais longas e hidrófobicas, 

principalmente A1-42, que se acumulam e se agregam precocemente no curso da 

doença (29, 30). Caquevel et al., (2012) (31) e Park et al., (2012) (32) sugeriram, que o 

estresse oxidante ativado pela sinalização extracellular,  contribui para o aumento em -

secretase e, consequentemente a um aumento geração de -secretase em células 

neuronais expressando PSEN2 mutante.   

As interleucinas são moléculas de peptídeos que mediam a interação entre as 

células do sistema imune com outros sistemas, entre eles o sistema endócrino. As 

mesmas são produzidas por uma variedade de células e seus efeitos biológicos se dão 

através da ligação em receptores específicos (33). 



21 

 

 
 

O processo inflamatório parece contribuir para a DA. Citocinas e outras 

proteínas associadas à inflamação foram encontradas no encéfalo de pacientes com 

DA e não em indivíduos controle (34). É amplamente aceito que a reação inflamatória 

crônica desempenha um importante papel na patogênese da doença de Alzheimer, e 

uma variedade de fatores inflamatórios, incluindo citocinas e quimiocinas, foram 

detectados em torno das placas senis e nos novelos (35, 36). 

Portanto alterações na expressão dos genes das Presenilinas 1 e 2 bem como, o 

aumento da expressão do gene APP, através da duplicação genômica ou mutações, e 

a expressão e os polimorfismos das interleucinas, podem estar associadas ao 

aparecimento e a evolução da DA, o que torna as Presenilinas, A e as interleucinas 

fundamentais na etiologia da doença. 

 

1.3 PCR em tempo real (qRT- PCR) e suas aplicações 

 A PCR em tempo real é descrita como uma extensão da técnica da PCR 

convencional, descoberta por Mullis em 1980, que permite o monitoramento e análise 

da amplificação, a cada ciclo da reação (37, 38). 

 Existem muitos métodos que mensuram a quantidade de material genético, 

entretanto o qRT-PCR apresenta os melhores resultados, com uma alta sensibilidade e 

especificidade, além de uma excelente reprodutibilidade (39). Dentre todas as aplicações 

do qRT-PCR, podemos destacar a quantificação da expressão gênica (relativa ou 

absoluta), validação de plataformas de “microarray”, detecção e quantificação de 

microorganismos, identificação de polimorfismos e diagnósticos moleculares (40). 

Na Doença de Alzheimer, estudos recentes utilizando a técnica de PCR em 

Tempo Real apresentaram resultados controversos quanto à expressão gênica, em 

amostras de encéfalo e sangue, de pacientes com DA e controles (41-43), tornando a 

expressão do gene da APP, ץ e β secretases e presenilinas 1 e 2 candidatas a estarem 

associadas a etiologia da DA. Roher et al., (2009) (14) propuseram que a super 

expressão do gene da proteína precursora da -amilóide, é o principal marco no inicio 

do desenvolvimento da DA. 

Kumar et al., (2009) (44) e Giliberto et al., (2009) (45) destacaram o aumento da 

expressão do gene da PSEN1 associado ao grande deposito de placas senis e acumulo 
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do A. Payão et al., (1998) (46) e Silva et al. (2000) (23) em artigos publicados pelo nosso 

grupo relataram uma diminuição da atividade e consequentemente uma menor 

expressão dos genes ribosomais em pacientes com DA sugerindo também sua relação 

com a etiologia da doença. 

Em vista do exposto, a utilização da técnica da PCR em Tempo Real (qRT-PCR) 

para análise da expressão destes genes e associados aos polimorfismos, em amostras 

de encéfalo (3 regiões distintas) e sangue de pacientes com DA e controles torna-se 

uma proposta extremamente original, não 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. 

 

2 O B J E T I V O S 

2.1. Objetivo geral 

Caracterizar a expressão dos genes das Presenilinas 1 e 2, interleucinas 1β e 8 

e os polimorfismos dos genes das IL1, IL8 e da IL1RN em amostras de sangue e 

encéfalo de pacientes com DA e controle. 

 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1 Quantificar a expressão do mRNA dos genes das Presenilinas 1 e 2, e 

interleucinas 1β e 8, analisando o número de cópias do transcrito do mRNA por meio da 

técnica de PCR em Tempo Real em amostras de encéfalo; 

2.2.2 Quantificar a expressão 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 frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos (rs16944) e 

(rs1143634) do gene IL1, 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 frequências alélicas e genotípicas 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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3 M A T E R I A L  E   M É T O D O S 

 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; 56♂ e 26♀), 83 idosos sadios (média de idade: 71,73  

8,95; 55♂ e 28♀) e 82 jovens sadios (média de idade: 20,76  1,63; 54♂ e 28♀). 

Aproximadamente 4 mL de sangue total periférico foi obtido através de punção 

venosa com seringa e agulha estéril em anticoagulante EDTA e utilizados para extração 

de RNA total e DNA genômico.  

Foram incluídos no presente projeto, somente pacientes que apresentarem um 

mínimo de 3 anos de evolução da doença de Alzheimer e caracterizados pelos CDRs 

(coeficiente de demência) (Morris, 1993) (47). 

Todos os pacientes com doença de Alzheimer foram selecionados no 

Ambulatório de Neurologia do Comportamento da UNIFESP/EPM, sob a supervisão do 

Prof. Dr. Paulo H. F. Bertolucci. 

O critério diagnóstico utilizado para a caracterização da DA é o NINCDS-ADRDA 

(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s 

disease and Related Disorders Association) (48, 49). Tal critério foi estabelecido com base 

no DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), com adaptações 

para o diagnóstico PROVÁVEL de doença de Alzheimer. 

 Os outros dois grupos de indivíduos foram constituídos por idoso(a)s sadio(a)s 

com idades aproximadas à dos pacientes com DA, sem seqüela de Acidente Vascular 

Cerebral, sem depressão profunda e não alcoolista, foram avaliados pelo Mini Exame 

do Estado Mental e pela aplicação do Índice de Katz e de jovens sadio(a)s com idades 

variando entre 18 e 25 anos. 

Os controles idosos foram selecionados no Ambulatório 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 indivíduos, sendo 26 pacientes com DA 

(média de idade 82,14 ± 6,28; 12♀ / 14♂) e 26 idosos sadios (média de idade 75,34 ± 

8,34; 16♀ / 10♂). Ressaltamos que, de cada encéfalo foi coletada uma amostra de 

cada uma das três regiões distintas, sendo duas primariamente afetadas na doença de 

Alzheimer (DA) (hipocampo e córtex entorrinal) e uma secundariamente afetada pela 

DA (córtex auditiva), totalizando 156 amostras coletadas. 

Essas 3 áreas distintas foram obtidas do mesmo encéfalo de pacientes com DA 

e de idosos sadios, sem comprometimento neurológico, avaliados previamente. 

Todos os pacientes com DA foram submetidos a uma triagem clínica rigorosa 

que permitiu o diagnóstico da DA, tanto pelo acompanhamento do paciente em vida, 

como por análise do encéfalo post mortem. A duração da doença nos pacientes foi de 

no mínimo 3 anos de evolução, por outro lado o grupo de idosos sadios não 

apresentava história de doença neurológica ou psiquiátrica. 

No total, foram extraídos RNA de 150 amostras a partir das células cerebrais das 

3 regiões, (Córtex Entorrinal, Córtex auditiva e Hipocampo) de ambos os grupos, para 

posterior análise, pois seis destas sofreram degradação no transporte. 

 

Banco de encéfalo no Brasil (UNIFESP/EPM) 

 Foram obtidas 45 amostras de encéfalo de 15 indivíduos (7 pacientes com DA e 

8 controles idosos) envolvendo 3 regiões (Córtex Entorrinal, Córtex auditiva e 

Hipocampo) do banco de encéfalo coordenado pelo Prof. Dr. João Villares, professor 

adjunto do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP/EPM e que contou com o apoio 

da FAPESP para a estruturação deste. 

 

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

Quebec – Canadá”) 

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

e 16 controles) envolvendo 3 regiões (Córtex Entorrinal, Córtex auditiva e Hipocampo).  
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O quadro de procedência e número 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 Comitês de Ética em 

Pesquisa em Seres Humanos da USC – 04/15273-3 Prot. 110/04 (Universidade do 

Sagrado Coração), FAMEMA – 09/15857-9 Prot. 511/09 (Faculdade de Medicina de 

Marília) (anexo 1). 

 

Quadro 1 - Procedência e o número amostral dos tecidos cerebral e sanguíneo, de 

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

    

Tecido Origem da amostra Número amostral Abordagem científica Total amostral

The Douglas - Bell Canada Brain 

Bank 

105 amostras de 3 áreas 

distintas (19 pacientes com 

DA e 16 controles)

UNIFESP (Banco de Cérebro 

/Deprtamento de Psicobiologia)

45 amostras de 3 áreas 

distintas (07 pacientes com 

DA e 08 controles)

UNIFESP (Disciplina de 

Neurologia do Comportamento)
82 pacientes com DA 

FAMEMA (Disciplina de Genética 

Hemocentro de Marília/ 

Ambulatório de Geriatria/alunos 

de Graduação/)

83 idosos controles e 82 

jovens controles 

Cérebro

Sangue

Análise de polimorfismos 

e correlação com a 

expressão gênica

Análise da expressão 

gênica dos genes das 

Presenilinas e 

Interleucinas

150 amostras 

247 amostras

 

 

 

 

3.2 Extração de DNA 

As extrações de DNA das amostras de encéfalo foram realizadas conforme 

protocolo estabelecido pelo fabricante do QIAamp DNA Mini Kit - 51304 (QIAGEN, 

Alemanha). Fragmentos das amostras de encéfalo foram submetidos ao tratamento 

com uma solução de lise celular, posteriormente o produto foi aplicado a uma coluna de 

troca iônica com alta afinidade por DNA para purificação e eluição.  
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Para extração de DNA de sangue total periférico obtido por meio de punção 

venosa, foi utilizado o QIAamp DNA Blood Midi Kit - 51185 (QIAGEN, Alemanha), 

segundo instruções do fornecedor. 

3.2.1 Análise dos polimorfismos do gene IL1β, IL1RN e IL8 

 A caracterização dos genótipos dos genes IL1β, IL1RN e IL8, foi realizada 

através da técnica de PCR – RFLP, que já se encontra padronizada no nosso 

laboratório, conforme descrita nos artigos científicos publicados previamente pelo nosso 

grupo (7, 50, 51). 

 

3.3 Extração de RNA 

O tecido encefálico foi armazenado em uma solução para estabilização de RNA, 

RNAlater® Tissue Collection – AM7020 (Ambion, EUA), segundo instruções do 

fabricante e estocado a -20ºC até o momento de sua utilização. Um fragmento do tecido 

(no máximo 100mg) foi pulverizado em gral/pistilo com nitrogênio liquido. Após esse 

procedimento, o RNA foi extraído utilizando o RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit - 74804 

(QIAGEN, Alemanha) segundo instruções do fabricante. 

Para a extração de RNA total de sangue periférico foi utilizado RiboPure™-Blood 

AM1928 (Ambion, EUA), segundo instruções do fornecedor.  

A qualidade das amostras de RNA foi confirmada por eletroforese em gel de 

agarose 1%, e sua quantificação realizada utilizando o equipamento NanoDrop (ND-

2000 Spectrophotometer) para posterior armazenamento a -80ºC.  
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. A: Amostras de 

RNA extraídas de tecido encefálico e obtidas em colaboração com a Universidade Federal de 

São Paulo – SP. B: Amostras de RNA extraídas de tecido encefálico e obtidas em colaboração 

com The Douglas - Bell Canada Brain Bank – Montreal Quebec – Canadá. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Expressão gênica por RT-PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) 

Para a síntese do cDNA foi utilizado o High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Life Technologies/Applied Biosystems) segundo instruções do 

fornecedor. As reações foram realizadas em um termociclador automático GeneAmp 

PCR System 9700 (Applied Biosystems). O cDNA foi estocado a -80ºC e utilizado 

quando necessário. 

As amostras foram avaliadas no termociclador automático ABI Prism 7500 Fast 

Sequence Detection System (Life Technologies/Applied Biosystems) e processadas 

pelo sistema de detecção após um número variável de ciclos em fase exponencial. Os 

valores obtidos para todas as amostras foram normalizados pela razão obtida entre o 

gene de interesse e o gene de referência para cada tecido considerando a sua 

variabilidade de informação. 

Para escolha dos genes de referência nas amostras de diferentes regiões do 

encéfalo, foram utilizados os genes GAPDH, SDHA e B2M, que segundo artigo de 

COULSON et al, (2008)(52), utilizando amostras de encéfalo de pacientes com DA, 

doença de Parkinson e demência por Corpúsculos de Lewy, destacaram que o fato de 

A B 
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um gene de referência ser estável para uma determinada doença, não significa que o 

será em uma outra, evidenciando assim a importância de utilizar mais de um gene de 

referência. Alem destes foram utilizados os genes de referência 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 geração de informações completas sobre a regulação gênica específica 

de tecidos humanos. 

No presente estudo, os iniciadores e sondas específicas para amplificação e 

detecção dos genes foram criteriosamente selecionados, a partir de uma relação 

(selection guide) de ensaios testados, validados e disponibilizados comercialmente 

como TaqMan® Gene Expression Assay – inventoried  (Applied Biosystems), foram 

utilizado os ensaios: PSEN1 (target; assay id: Hs00240518_m1), PSEN2 (target; assay 

id:  Hs00240982_m1), IL8 (target; assay id: Hs99999034_m1), IL1B (target; assay id: 

Hs01555410_m1), B2M (endogenous control; assay id: Hs99999907_m1), GAPDH 

(endogenous control; assay id: Hs03929097_g1), UBC (endogenous control; Assay ID 

Hs00824723_m1) e ISOC (endogenous control; Assay ID Hs00226771_m1). 

As reações foram realizadas utilizando o sistema TaqMan® (Life Technologies/ 

Applied Biosystems) com iniciadores e sondas específicas para a amplificação e 

detecção dos genes.  

Para a quantificação relativa das moléculas de RNA nas amostras utilizamos os 

valores de Ct pela fórmula 2-ΔΔCt (53). Em casos em que a eficiência da amplificação for 

superior a 90%, para cada amostra, o valor de ΔCt 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 referência.  

Posteriormente, para determinar o ΔΔCt, o valor de ΔCt de cada amostra foi 

subtraído pelo valor da média de ΔCt das amostras normais. A este último valor de 

ΔΔCt foi adicionado a fórmula 2-ΔΔCt e para cada amostra a quantidade de transcrito 

(N vezes > ou < que o normal) foi determinada pela comparação com amostras de 

tecido normal. Alternativamente, poderá ser utilizado o critério adotado por Pfall (2001) 

(54). 
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3.5 Análise Estatística 

3.5.1 Avaliação da expressão gênica 

 

- Tecido Cerebral 

- Análise estatística por comparações múltiplas das três regiões cerebrais 

a) Os valores relativos de cada uma das três regiões cerebrais (hipocampo, córtex 

entorrinal e córtex auditiva) dos pacientes foram comparados aos dos controles, por 

meio de teste t bicaudal ou pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney, de acordo 

com a distribuição e natureza das variáveis.  

b) Os valores relativos obtidos das três regiões investigadas dos casos e dos 

controles foram examinados em conjunto, preliminarmente, por Análise Multivariada 

para a identificação dos Componentes Principais. A partir desta identificação inicial, as 

regiões cerebrais de cada paciente foram comparadas entre si, bem como as regiões 

de cada controle, pelo teste paramétrico ANOVA ou pelo teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis, de acordo com a distribuição e natureza das variáveis.  

c) Cálculo da correlação entre as regiões cerebrais de cada grupo de indivíduos 

pelos valores relativos de pacientes e dos controles, por meio do coeficiente de 

correlação de Pearson ou pelo coeficiente de Spearman, para dados não-paramétricos. 

 

- Tecido sanguíneo 

Os valores relativos de cada um dos três grupos de indivíduos 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 variáveis dicotômicas 

foram avaliadas pelo teste quiquadrado de acordo com a distribuição e natureza 

dessas.  

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

Todas as análises 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 número de indivíduos com DA e de controles 

foi calculado pela distribuição binomial, considerando-se a freqüência 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 freqüências, o poder do teste igual a 0,99, nível α igual a 

0.05 e teste bilateral, uma amostra de 80 indivíduos de cada grupo estará mais do que 

adequada ao estudo. 

b) a distribuição dos genótipos foi testada em relação ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg;  

c) foi realizado estudo de associação caso-controle referente a cada 

polimorfismo, aos haplótipos, e ao efeito da interação entre os polimorfismos por meio 

de teste do Qui Quadrado, regressão logística binária e/ou teste de Odds Ratio (OR). 

No caso do polimorfismo da IL-1β foram calculados o desequilíbrio de ligação e a 

associação dos haplótipos em relação à doença. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Amostras de Sangue 

Nos tópicos de 4.1.1 a 4.1.4 são apresentados os resultados referentes a 247 

amostras, todas coletadas e submetidas à extração de DNA e RNA, bem como a 

avaliação da expressão gênica e ao estudo de polimorfismos. 

 

4.1.1 Expressão dos genes das interleucinas 1β e 8 

Todas as amostras de sangue foram analisadas estatisticamente para os genes 

das IL1β e IL-8 (figuras 2). Para o cálculo dos RQs de cada amostra, o grupo de idosos 

sadios foi selecionado como amostra referência.  

Não houve diferença estatisticamente significante (p=0,875) entre os três grupos 

estudados (pacientes com DA, idosos sadios e jovens sadios) na expressão do gene da 

interleucina 1β (Gráfico 1).  
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Figura 2 - Plot contendo o resultado das curvas de amplificação dos genes das interleucinas A - 

1β (gene referencia GAPDH) e B - 8 (gene referência B2M) respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1 - Expressão relativa do gene da Interleucina 1β, em amostras de sangue, de 

pacientes com DA, Idosos Sadios e Jovens Sadios. DA: Pacientes com doença de Alzheimer; 

CI: idosos sadios; CJ: Jovens Sadios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Em relação à análise da expressão da IL-8, verificamos uma diferença 

estatisticamente significante entre os três grupos estudados (p<0,041) (pacientes com 

DA, idosos sadios e jovens sadios), sendo, a expressão desse gene, maior em 

pacientes com DA seguido por idosos sadios e menor em jovens sadios (Gráfico 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 o aumento da expressão 

A B 
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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.   

 

Gráfico 2 - Expressão relativa do gene da Interleucina 8, em amostras de sangue, de 

pacientes com DA, Idosos Sadios e Jovens Sadios. DA: Pacientes com doença de 

Alzheimer; CI: idosos sadios; CJ: Jovens Sadios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Algumas hipóteses têm sido propostas para a etiologia da doença de Alzheimer, 

dentre elas, a da neuroinflamação, resultante de diversos estudos que; em suma 

demonstram a agregação de células da microglia em depósitos amilóides no encéfalo 

de paciente com DA, e sugerem que a patogenese da DA esteja intimamente associada 

à ativação das células da microglia (55-58). De acordo com a hipótese neuroinflamatória, 

as células da microglia transformam os depósitos difusos de APP em placas senis 

compactas levando ao aparecimento da DA (59). 

A IL-1β na circulação sanguínea pode induzir febre, anorexia, e hipotensão. No 

sistema nervoso central é um importante mediador da resposta imune podendo ativar o 

endotélio e potencializar a inflamação. Na DA, IL-1β é expressa por meio da microglia 

ativada e parece induzir a sintese e aumentar o metabolismo da APP, favorecendo sua 

deposição e formação das placas senis (59). 
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De acordo com os nossos resultados, não verificamos diferença estatisticamente 

significante na expressão da IL-1β. A análise da expressão do gene da IL-1β em 

sangue de pacientes com DA é pouco explorada e controversa na literatura. 

De Luigi et al., (2002) (60) relataram um aumento da IL-1β circulante em pacientes 

com DA, porém esse aumento não foi correlacionado com a expressão gênica. Os 

resultados obtidos por De Luigi et al., (2002) (60) vão ao encontro aos resultados do 

estudo Licastro et al., (2000) (61) que também verificaram níveis elevados de IL-1β no 

plasma de pacientes com DA e concluiram ainda que os altos níveis de IL-1β no plasma 

de pacientes com DA não estão relacionados á ativação do sistema imune periférico e 

sugerem uma possivel correlação com a inflamação neuronal. 

Em relação à segunda interleucina estudada por nosso grupo, a IL-8, 

verificamos, um aumento estatisticamente significante na expressão 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) (62) que analisaram 104 genes 

relacionados com a APP em um “pool” de amostras de córtex cerebral e verificaram um 

aumento de 11,7 vezes na expressão do gene da IL-8. 

Por outro lado, Kim et al. (2011) (63) analisaram a concentração plasmática da IL-

8 em 18 pacientes com DA, 21 pacientes com comprometimento cognitivo moderado e 

20 controles e não encontraram diferença estatisticamente significante entre os grupos 

estudados. Silvestroni et al., (2009) (64) estudando córtex e cerebelo de pacientes com a 

Doença de Huntington verificaram um aumento na expressão dos genes da IL-6 e IL-8, 

resultado corrobora com o nosso, porém em patologias distintas. 

Podemos destacar que é de fundamental importância o entendimento do papel 

das interleucinas na patologia da DA e que o aumento da expressão da IL-8, mesmo 

em amostras de sangue, reforça a hipótese da neuroinflamação como possível etiologia 

da DA. 

 

4.1.2 Genótipo da Interleucina 1β 

Os resultados referentes aos polimorfismos -31, -511 e receptor antagonista da IL1 

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

Nos resultados referentes à caracterização dos genótipos da IL-8 (-251) (Figura 

3: A e B) verificamos que não houve diferença estatisticamente significante entre os 

grupos, entretanto, quando comparamos pacientes sem o alelo A (homozigoto TT) com 

os pacientes portadores do alelo A (homozigoto AA e heterozigoto TA) a análise 

estatística revelou uma diferença estatisticamente significante na frequência do Alelo A 

com uma maior prevalência deste alelo em pacientes com DA. 

 

Figura 3 - A) gel de agarose 2%, corado com brometo de etídio para visualização 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 etídio contendo a caracterização dos genótipos pela técnica de RFLP, 

utilizando a enzima de restrição MunI (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). 
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Tabela 1 - Distribuição dos alelos da Interleucina 8 em amostras de sangue de pacientes com 

doença de Alzheimer (DA), idosos sadios (CI) e jovens sadios (CJ). 

 

 

Tabela 1: 

Distribuição dos alelos: 

ALELOS DA CI CJ 

A 83 (50%) 64(38,5%) 74(45%) 

T 81 (49%) 102(61,5%) 90(55%) 

TOTAL 164 166 164 

 

 

 

Tabela 2 - Distribuição dos genótipos da Interleucina 8 em amostras de sangue de pacientes 

com doença de Alzheimer (DA), idosos sadios (CI) e jovens sadios (CJ). 

 

 

Tabela 2: 

Distribuição dos genótipos: 
 

GENÓTIPOS DA CI CJ 

A/A 21 (25,6%) 16(19,3%) 15(18,3%) 

T/T 20(24,4%) 35(42,2%) 23(23%) 

T/A 41(50%) 32(38,5%) 44(53,7%) 

TOTAL 82 83 82 

 

 

 

4.1.4 Expressão dos genes das Presenilinas 1 e 2 

Em relação à expressão dos genes das PSEN1 e PSEN2 (figura 4) verificamos 

uma diminuição estatisticamente significante (p=0,026*) nos níveis de expressão do 
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gene da PSEN2 no sangue de pacientes com DA quando comparados a idosos sadios 

e jovens sadios, (Gráfico 3). É importante destacar que também analisamos a 

expressão de ambos os genes (PSEN1 e PSEN2) associados ao sexo e encontramos 

uma diminuição estatisticamente significante do gene da PSEN2 apenas em pacientes 

do sexo masculino (p=0,035*). Por outro lado, não houve diferença estatisticamente 

significante na expressão dos genes das PSEN1 e PSEN2 nos pacientes do sexo 

feminino. 

 

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

(gene referencia GAPDH) e B - Presenilinas 2 (gene referencia B2M) respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3: Expressão relativa dos genes das Presenilinas 1 e 2, em amostras de sangue, de 

pacientes com DA, Idosos Sadios e Jovens Sadios. DA: Pacientes com doença de Alzheimer; 

CI: idosos sadios; CJ: Jovens Sadios. 
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Mutações na proteína precursora da beta-amilóide, presenilina 1 e 2 podem estar 

relacionadas ao início precoce (< 60 anos) de pacientes com doença de Alzheimer 

familiar. Embora inicialmente consideradas como a única causa da DA de início 

precoce, mutações nas présenilinas 1 e 2 têm sido relatadas em várias famílias com 

início precoce e tardio da DA (65). 

Cruchaga et al., (2012) (66) relizaram um “screening” de mutações em APP, 

PSEN1 e PSEN2, utilizando um método de seqüenciamento de última geração e 

análises de bioinformática e observaram variantes raras de genes em 439 famílias com 

história de demência em quatro ou mais membros da família que contribuiram para o 

aumento de risco de desenvolvimento da DA. 

Mutações nas Presenilinas associadas a DA alteram a relação  

Abeta42/Abeta40, uma tendência da Abeta se agregar na forma de espécies 

neurotóxicas, se esses agregados sejam deletérios poderá haver a formação de placas 

senis ou oligômeros solúveis. Assim essas mutações alteram o caráter bioquímico das 

gama-secretases e sua interação com o substrato da APP para a propensão ao 

acúmulo das placas senis no encéfalo de pacientes com DA (67). 

Aproximadamente 230 mutações descritas nos genes (PSEN1/PSEN2/APP) 

afetam uma via patogênica comum na síntese de APP e proteólise, o que conduzirá a 

uma produção excessiva de β amilóide nos casos de DA esporádica. Doença de 

Alzheimer familial de aparecimento precoce tem algumas características distintas, 

incluindo história familial positiva e uma variedade de sintomas não cognitivos e sinais 

neurológicos (68). 

Nossos resultados em relação à expressão diferencial das Presenilinas em 

sangue periférico de pacientes com DA podem corroborar com a premissa destacada 

anteriormente sobre a relação com o depósito das placas senis em pacientes com DA.  

No entanto, são poucos os trabalhos na literatura no que diz respeito a este contexto, 

daí a originalidade da nossa investigação e dos resultados obtidos. 
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4.2 Amostras de encéfalo 

Nos tópicos de 4.2.1 a 4.2.3 são apresentados os resultados referentes a 150 

amostras de encéfalo, todas coletadas e submetidas à extração de DNA e RNA bem 

como a avaliação da expressão gênica e ao estudo de polimorfismos.  

Os “plots” representativos da análise da expressão gênica das Interleucinas 1β 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 endógenos e os cálculos dos “RQs” foram 

realizados utilizando as amostras de idosos sadios como referência. 

 

4.2.1 Expressão dos genes das interleucinas 1β e 8 

Foi verificado um aumento estatisticamente significante (p=0,021*) na expressão 

do gene da IL-8 (figura 5) em amostras de encéfalo de pacientes com DA quando 

comparados a idosos sadios, resultado observado quando a comparação foi realizada 

considerando todas das áreas simultaneamente (Gráfico 4). Em relação a IL-1β (figura 

8) não houve diferença estatisticamente significante quando realizada a mesma análise.  

 

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

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

sadios e pacientes com Doença de Alzheimer. Comparação dos valores de 2-ΔΔCT entre os 

grupos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5 - Expressão relativa dos genes das Interleucinas 8, em amostras de encéfalo, de 

pacientes com DA. Comparação dos valores de 2-ΔΔCT entre os grupos estudados. 
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A análise estatística da expressão dos genes da IL-1β e IL-8, de cada grupo 

separadamente, não revelou diferença significante quando as três diferentes áreas do 

encéfalo (hipocampo, córtex entorrinal e córtex auditiva) foram comparadas entre si. A 

expressão da IL-1β e IL-8 se mostraram uniformemente distribuídas em diferentes 

áreas do encéfalo de pacientes com DA e idosos sadios (Gráfico 5 e 6). 

A comparação entre as três áreas do encéfalo de pacientes com Alzheimer e 

idosos sadios não apresentou diferença estatisticamente significante para os dois 

genes discutidos no presente tópico (IL-1β e IL-8), entretanto, quando realizada a 

comparação entre as áreas individualmente, as regiões do córtex entorrinal e córtex 

auditivo apresentaram aumento estatisticamente significante dos níveis de expressão 

do gene da IL-8 em pacientes com Doença de Alzheimer (p=0,036* e 0,016* 

respectivamente); por outro lado a região do hipocampo não apresentou diferença 

estatisticamente significante entre pacientes com doença de Alzheimer e idosos sadios 

(p=0,158).  Em relação à interleucina 1β, a análise entre as áreas individualmente não 

apresentaram diferença estatisticamente significante.  

Estudo da expressão gênica das IL-1β e da IL-8 em regiões do encéfalo de 

pacientes com DA e Idosos sadios são restritos na literatura, a dificuldade de obtenção 

das amostras parece ser o principal obstáculo enfrentado pelos pesquisadores. 

Liu e colaboradores (2011), realizaram a implantação de pellets impregnados 

com IL-1β em ratos e demostraram que a IL-1β induz a expressão da APP, IL-1α e da 

ApoE e que sua expressão desregulada pode favorecer o desenvolvimento da DA. Em 

relação a IL-1β, os resultados não apresentaram diferença estatisticamente significante. 

Liano e colaboradores (2012) mensuraram a concentração de IL-1β no CSF (Cerebral 

Spinal Fluid) e verificaram um aumento significativo desta interleucina do CSF, 

sugerindo uma possível relação entre a fase da DA e as concentrações de IL-1β no 

CSF. 

Em relação a IL-8, nossos resultados corroboram em parte com os de Walker et 

al. (2001) que verificaram um aumento da expressão da IL-8 em amostras de córtex 

cerebral de pacientes com DA e com os de  Silvestroni e colaboradores (2009) que 

estudando córtex e cerebelo de pacientes com a Doença de Huntington verificaram um 

aumento na expressão dos genes da IL-6 e IL-8. O aumento da expressão da IL-8 
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parece estar ligado diretamente com a neuroinflamação e ativação das células 

cerebrais, porém sugerimos que em cada região cerebral tenha uma particularidade na 

expressão da IL-8 o que justifica os resultados em diferentes áreas do encéfalo do 

mesmo paciente. 

Fica clara a importância das interleucinas da DA, porém, estudos adicionais 

futuros serão necessários para esclarecer o papel destas interleucinas e a forma de 

expressão nas diferentes áreas do encéfalo de pacientes com DA e idosos sadios.  

 

4.2.2 Expressão dos genes das Presenilinas 1 e 2 

Em relação à expressão dos genes da PSEN1 e PSEN2 (figura 6) no encéfalo de 

pacientes com DA e controles idosos, verificamos uma diminuição estatisticamente 

significante (p=0,046*) nos níveis de expressão da PSEN2 em amostras de encéfalo de 

pacientes com DA quando comparados a idosos sadios, resultado observado quando a 

comparação foi realizada em todas regiões encefálicas simultaneamente (Gráfico 6). 

 

 

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

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

sadios e pacientes com Doença de Alzheimer. Comparação dos valores de 2-ΔΔCT entre os 

grupos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 7 - Expressão relativa do gene da Presenilina 1 em amostras de encéfalo de idosos 

sadios e pacientes com Doença de Alzheimer. Comparação dos valores de 2-ΔΔCT entre os 

grupos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

 
 

Quando a análise foi realizada por região encefálica, pacientes com DA 

apresentaram uma diminuição estatisticamente significante (p=0,016*) da expressão do 

gene da PSEN2 em relação a idosos sadios, resultado observado apenas na região do 

córtex auditivo, área secundariamente afetada na DA (Gráfico 7). 

A comparação entre as três áreas do encéfalo de idosos sadios não apresentou 

diferença estatisticamente significante para os dois genes discutidos no presente tópico 

(PSEN1 e PSEN2) (Gráficos 6 e 7), porém no grupo de pacientes com Alzheimer, 

quando realizada a comparação entre as áreas individualmente, a região do córtex 

auditivo apresentou níveis de expressão do gene da PSEN2 diminuídos em relação ao 

córtex entorrinal, resultado não observado quando comparados com a região do 

hipocampo (Gráfico 7). Este resultado sugere uma distribuição desigual da expressão 

do gene da PSEN2 entre as áreas do encéfalo de pacientes com DA. É importante 

destacar que o córtex entorrinal e o hipocampo são áreas primariamente afetadas pela 

DA e a alteração dos níveis de expressão podem estar associados diretamente ao 

estadiamento da DA. 

Análise de transfecção de níveis de proteína PSEN1 humana 

em cérebros de ratos transgênicos PSEN1, utilizando anticorpos específicos para C 

terminal revelou uma super-expressão de proteína PSEN1 humana. Para confirmar a 

efeito de substituição da PSEN1 humana exógena, foi avaliado e confirmado  

o nível de PSEN2 endógena através de análise do nível de PSEN2 usando anti-soro 

para reconhecer o fragmento C-terminal da PSEN2 (PSEN2-CTF). Como esperado, o 

nível de PSEN2-CTF foi significativamente reduzido em cérebros de ratos transgênicos 

PSEN1 quando comparado aos controles (Li et al., 2012). 

A APP origina o peptídeo -amilóide, através da ação proteolítica das enzimas 

β secretase e ץ secretase. A ץ secretase é formada por um complexo de proteínas 

composto pelas presenilina 1, presenilina 2 e nicastrina; assim mutações no sitio de 

clivagem da APP, polimorfismos nos genes das enzimas secretases ou alterações no 

complexo de proteínas podem induzir a uma clivagem errônea da APP aumentando a 

síntese do A42, que é insolúvel 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 

expressão do gene da PSEN1 associados ao grande deposito de placas senis e 

acumulo do A. Smith et al. (1996), Payão et al. (1998) e Silva et al. (2000) do nosso 

grupo relataram uma diminuição da atividade e conseqüentemente uma menor 

expressão dos genes ribosomais em pacientes com DA sugerindo também sua relação 

com a etiologia da DA. 

 

4.2.3 Genótipo das Interleucinas 1β  e 8 

O presente projeto também visa a divulgação dos resultados das análises 

estatísticas dos genótipos/alelos da Interleucina 8 e Interleucina 1β porém, o pequeno 

número de amostras para a caracterização dos genótipos/alelos possa influenciar os 

resultados.  

Não houve associação entre nenhum genótipo e/ou alelo dos genes da IL-1β e 

IL-8 com a Doença de Alzheimer. 

 

5 CONCLUSÃO 

 1 - Não houve diferença estatisticamente significante na expressão dos genes 

PSEN1 e IL1β em material de encéfalo de pacientes com DA e idosos sadios. Por outro 

lado, verificamos uma diminuição estatisticamente significante nos níveis de expressão 

da PSEN2 em pacientes com DA comparados a idosos sadios, quando consideradas 

todas as regiões encefálicas simultaneamente. Quando realizada a comparação entre 

as áreas individualmente, pacientes com DA apresentaram uma diminuição 

estatisticamente significante em relação a idosos sadios na região do córtex auditivo e 

comparando apenas o grupo de pacientes com DA houve uma diminuição 

estatisticamente significante no córtex auditivo em relação ao córtex entorrinal.  Foi 

verificado ainda um aumento estatisticamente significante na expressão do gene da IL-

8 em pacientes com DA em relação aos idosos sadios, comparando todas as áreas 

simultaneamente. Quando realizada a comparação entre as áreas individualmente, as 

regiões do córtex entorrinal e córtex auditivo apresentaram aumento estatisticamente 

significante dos níveis de expressão do gene da IL-8 em pacientes com Doença de 

Alzheimer. 
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 2 - No sangue periférico não houve diferença estatisticamente significante na 

expressão dos genes PSEN1 e IL1β nos grupos de idosos sadios, pacientes com DA e 

jovens sadios. Quando da análise da expressão do gene PSEN2 foi observada uma 

diminuição estatisticamente significante no grupo de pacientes com DA em relação aos 

idosos controles e jovens sadios, por outro lado os grupos de idosos e jovens sadios 

não diferiram significantemente. Em relação à análise da expressão da IL-8, 

verificamos uma diferença estatisticamente significante entre os três grupos estudados, 

sendo, a expressão desse gene, maior em pacientes com DA seguido por idosos sadios 

e jovens sadios. 

 

 3 - Não houve associação entre nenhum genótipo e/ou alelo dos genes da IL-1β 

e IL-8 com a Doença de Alzheimer, porém, o pequeno número de amostras para a 

caracterização dos genótipos/alelos possa influenciar os resultados. 

 

 4 - Verificamos que não houve diferença estatisticamente significante à 

caracterização dos genótipos da IL-8, entretanto, quando comparamos pacientes sem o 

alelo A com os pacientes portadores do alelo A e heterozigoto a análise estatística 

revelou uma diferença estatisticamente significante na frequência do Alelo A com uma 

maior prevalência deste alelo em pacientes com DA. Quanto á caracterização dos 

genótipos da IL-8, encontramos uma maior frequência do Alelo A em pacientes com DA; 

já o estudo dos haplótipos dos genes da IL1 e IL1RN revelaram um fator protetor ou 

de risco para a DA quando comparado com idosos sadios. Verificamos que a 

frequência dos genótipos dos genes das IL1 e IL1RN não apresentaram diferença 

significante, porém quando associados revelaram que o haplótipo -511C/-31T/2-

repetições tinha um efeito protetor na DA, quando comparado a idosos sadios, 

enquanto que o haplótipo -511C/-31C/1-repetição e estaria associado a um fator de 

risco para DA. (Apendice A – artigo I) 
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ANEXOS 
 

ANEXO A - Comitê de ética em Pesquisa. 

 

Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos – 

CEP/FAMEMA. Protocolo de estudo n° 064/99. 
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