ANALISE DE DANOS AO DNA E EXPRESSAO DE

GENES SUPRESSORES DE TUMOR EM TECIDO

POST MORTEM DE PACIENTES COM DOENCA
DE ALZHEIMER

ANA CECILIA FEIO DOS SANTOS

Tese apresentada a Fundacdo Antdnio Prudente

para a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias
Area de Concentragdo: Oncologia

Orientadora: Prof. Dra. Helena Brentani

Coorientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Lima Reis

Sao Paulo
2012



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pela Biblioteca da Fundacdo Antdnio Prudente

Santos, Ana Cecilia Feio dos
Andlise de danos ao DNA e expressdo de genes supressores de tumor
em tecido post mortem de pacientes com doenga de Alzheimer / Ana Cecilia
Feio dos Santos — Sao Paulo, 2012.
140p.
Tese (Doutorado)-Fundagdo Antonio Prudente.
Curso de Pés-Graduacio em Ciéncias - Area de concentracio: Oncologia.
Orientadora: Helena Brentani

Descritores: 1. DOENCA DE ALZHEIMER. 2. GENES SUPRESSORES
DE TUMOR. 3. DANOS AO DNA.




APOIO E SUPORTE FINANCEIRO

Agradeco as agéncias financiadoras e institui¢cdes que tornaram possivel esse
projeto.

Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP (projeto
2011/01652-6);

Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES;

Centro Internacional de Pesquisa e Ensino do Hospital A. C. Camargo

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP/USP);

Agradego especialmente a Funda¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo — FAPESP, pela concessio da bolsa de estudos, processo n°
2009/02030-9.;




DEDICATORIA

Aos amores da minha vida...



AGRADECIMENTOS

A Dra. Helena Brentani, minha orientadora, pela confianga, incentivo e por todos os
ensinamentos valiosos. Vocé é uma inspiragdo... Ainda, a Helena, minha querida amiga,
pelas licdes pra vida, amizade inestimavel... ter te conhecido, feito parte do seu grupo e da
sua vida, me faz sentir a pessoa mais sortuda do mundo!!! Muito obrigada!!!

Aos meus queridos amigos - nao importa se de hoje, mas tenho certeza que pro resto
de nossas vidas - que de longe ou bem de pertinho acompanharam essa trajetoria me dando
forca, incentivo... vocés sdo demais!!! Os de 14... Emilia (amiga de sempre) ¢ Igdo, Bené Jr.
(pretinho basico), Neila (namo-irma), Bruno (sempre juntos), Larissa ¢ Marcus (tia e tio),
Margarida (amiga-irma) e Aldo, Paloma... E 16gico os daqui, nem sempre de todos os dias,
mas com certeza de todas as sextas... Ana, Renato, Barbara, Tati, Marcelo, Edu, Fabi, Laura,
Cassio, Lud, Dudu, Cairo, Gé... Amo todos vocés...

Ao Renatinho e a Andressa Pereira pela acolhida, pela amizade, por sempre fazer
parte dessa jornada, mesmo de longe.

Ao Aderbal, companheiro de todas as horas, fiel escudeiro... no trabalho, cafés,
congressos, cervejas... por seu companheirismo e amizade, muito obrigada!!!

A informatica médica e bioinformética de antes — Diogo Patrdo, Luiz Paulo
Camargo, Eduardo Abrantes, César Torres, Fabio Mathias, Marcelo Sagayama, Mario
Dourado, Renato Puga, Barbara Mello. Era sempre muito bom estar com todos vocés! Muita
saudade!!!

A informatica médica e bioinformatica “new generation” - Michel Oleynik, Ricardo
Sekeft, Felipe Massicano, Leandro Lima, Aline Damascena e Guilherme Oliveira... e os que
ainda estdo por aqui, obrigada por tudo, pela paciéncia, pelo espago, pelos cafés, por
participarem desses ultimos meses dificeis e ainda me suportarem... Muito obrigada
mesmo!!!

A Aline Damascena pelas contribuigdes, incrivel paciéncia e por seu sorriso de todas
as manhas... Obrigada por tudo!!!

Ao Dr. Carlos Alberto de Braganca Pereira, prof. Carlinhos, um grande mestre!
Muito obrigada pela inestimavel contribui¢ao, incentivo e paciéncia.

A turma do café: Roberto Ferreira (cafetino oficial - piada interna), Deborah Mundin
(uma das pessoas mais idiotas que eu ja conheci! — piada interna), Rogério Nazario, Sandra

Viola, Luciane Kagohara, Julia Mello (cafetina substituta), Felipe Fidalgo, Fernanda Fortes,



lara Buzzo, Ana Hatagima, Juliano Jampietro... NAO TENHO PALAVRAS... mas, talvez,
muito risos e historias! Obrigada!

Aos amigos de pos-graduagdo Andrezza, Flavia e Luiz Guidoni, caminhar com
vocés foi inenarravel! Vocés sdo muito especiais e certamente fazem parte dessa tese.

Aos amigos Roberto e Deborah pelas discussoes, brincadeiras, conforto e incentivo
durante os cafés, e mais ainda por deixarem os dias mais alegras ¢ mais leves!!!

A todos do Banco de Cérebros, BEHGEEC - FMUSP, em nome da Dr. Léa Grinberg
e Dr. José Marcelo Farfel, pelas amostras, ¢ pela valiosa contribuicdo neste trabalho. Sem
vocés, esse trabalho ndo seria possivel.

A Dra. Dirce Carraro, pelos conhecimentos e experiéncias compartilhados. A
contribui¢ao neste trabalho ¢ instimavel. Obrigada!!!

A Dra. Elisa Napolitano pelos inestimaveis orientagdes, ensinamentos e sua
amizade.

A todos do LGBM, Dr. Alex Fiorini, Danielle Bragio, Carol Abuazar, Roberto
Ferreira, Giovana Tardin, Marcia Figueredo, Mabel Gigliola, Elisa Napolitano, Tatiana
Ricca, Cristiane Pinho, Bruna Barros, Bianca Lisboa, Mayra Toledo, Gustavo Molina, Ana
Paula, Louise Mota e Camila pelos anos de convivéncia, pela troca de experiéncias, e pelo
companheirismo.

A Eloisa Olivieri e Vera Prescinoti, pela inestimavel ajuda com o inicio (meio e fim)
da tese, em meios de DNAs e RNAs... pela paciéncia, por muitos risos, musicas, dangas e
mais do que isso, pela inestimavel amizade!

Ao Dr. Roger Chammas e Dra. Camila Machado Longo pela colaboracdo e pela
contribuicao nos experimentos proteicos.

A Dra. Vilma Martins pelas preciosas contribui¢des.

Ao grupo da patologia em nome do Dr. Fernando Soares pela valiosa colaborago.

Ao Dr. Rafael Malagoli pela inestimavel contribuigdo e disponibilidade.

Ao Dr. Antonio Hugo campos por ter aceito fazer parte desse trabalho e pela
disponibilidade, at¢é mesmo nos momentos mais dificeis... muito obrigada! Ao Hugo pelas
risadas, musicas e acima de tudo compreensdo... Obrigadésima!

Ao Ivan Neves, Fatima e Simone pela super orientagdo com os anticorpos... Muito
obrigada!!!

A pbs-graduacgdo do hospital A.C. Camargo, em especial as queridissimas Vanusa,

Luciana e Ana. Obrigada por tudo!



A Biblioteca, em especial a Suely, pela super paciéncia com a formatacio desta tese.
Mais ainda, pela disponibilidade e por sempre receber as pessoas com um bom humor e um
sorriso. Muito obrigada!

No final dessa jornada tenho certeza que sou muito sortuda por ter conhecido e
convivido com pessoas brilhantes. Em especial com o Dr. Ricardo Brentani (in memoriam),
grande mestre. Obrigada por ter sido um grande cientista, um grande mestre, grande
entusiasta da ciéncia de exceléncia. Sempre sera a inspira¢do para os que te conheceram.

Agradeco e dedico especialmente aos amores eternos da minha vida, que sdo a
minha forga, meu incentivo, meu exemplo, meu alicerce, meus amigos... pai (Stélio) e mae
(Selma)... sou eternamente grata por cada abrago, cada carinho, cada bronca, principalmente
pelos limites, educacdo que me tornaram o que sou hoje. Meu eterno obrigada... amo muito
vocés sempre e pra sempre...

A minha irma Emilia, que é a melhor amiga de todo o mundo, exemplo de vida, de
mulher, de forga, de perseveranca... Te amo nem sempre, mas pra sempre.

E légico, ao amor da minha vida, Paulo. Quero passar minha vida inteira ao teu lado,
ndo importa quais os desafios que teremos que enfrentar. Sei que ainda teremos muitos
momentos de felicidade, alegria, risos, brincadeiras e conquistas. Nao existe mais o meu

sucesso, existe 0 NOSSO sucesso. Minha vida ¢ tua! Obrigada!!!



RESUMO

Santos ACF. Analise de danos de DNA e expressdo de genes supressores de
tumor em tecido post mortem de pacientes com doenca de Alzheimer. Sio Paulo;

2012. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

O estresse oxidativo esta presente na doenca de Alzheimer (DA) em todas as fases,
inclusive na doenga de Alzheimer assintomatica (asDA), e ¢ uma caracteristica
inicial da DA. Recentes pesquisas demonstram que o dano oxidativo esta
intimamente relacionado aos estagios iniciais do processo de declinio cognitivo, na
transi¢ao para a DA. Na tentativa de reparo dessas danos, a maquinaria mitética ¢
aberrantemente disparada o que pode ser crucial para o processo neurodegenerativo
da DA. Entendendo que estresse oxidativo, reparo de DNA e reentrada no ciclo
celular s3o mecanismos importantes na DA, e que a relagdo entre os mesmos pode
estabelecer parametros da progressao da doenga, avaliamos danos oxidativos por
marcadores de DNA (80HdG e H2AX) e peroxidagdo lipidica (Malondialdeido); e
supressores de tumor em trés areas cerebrais acometidas em diferentes fases da
doenca, para estudar possiveis relacdes entre estes fatores e alteracdes
anatomopatoldgicas, assim como a presenca de sintomas clinicos. Demonstramos
dano oxidativo aumentado em neurdnios dos corticais de pacientes DA em relacao a
individuos asDA e com envelhecimento normal; entretanto, nenhuma evidéncia de
sinalizagdo ou reparo de DNA. Ainda nos cortices, individuos asDA tém niveis
proximos de danos de biomoléculas de individuos com envelhecimento normal.
Importantemente, ndo achamos nenhuma alteracdo dos marcadores de dano e
produtos génicos relacionados a reparo de DNA no hipocampo, que ¢ local de inicio
da neuropatologia de Alzheimer. E possivel que, no hipocampo, os danos de DNA
sejam compensados por outros mecanismos nao relacionados com reparo de DNA.
Contudo, no cortice ¢ provavel que os niveis de danos oxidativos sejam

preponderantes para o disparo da deméncia. Apoio financeiro: FAPESP, processo n°

2009/02030-9.



SUMMARY

Santos ACF. [DNA damage and expression of tumor suppressor genes analysis
in post-mortem tissues of Alzheimer's Disease]. Sdo Paulo; 2012. [Tese de

Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente].

Oxidative stress existing in Alzheimer's disease (AD) in all stages including
asymptomatic Alzheimer disease (asDA), and it is an initial characteristic of AD.
Recent studies show that oxidative damage is closely related to the initial stages of
the cognitive process decline in the transition to AD. In an attempt to repair the
damage, mitotic machinery is aberrantly triggered which can be crucial for the AD
neurodegenerative process. Considering that oxidative stress, DNA repair and cell
cycle reentry are important mechanisms in AD and the relationship between them
may establish parameters of disease progression, we assessed oxidative damage
through DNA markers (8OHdG and H2AX) and lipid peroxidation marker
(Malondialdehyde), and tumor suppressors in three brain areas affected in different
stages of disease, to study potential relationships between these factors and
pathological changes, as well as clinical symptoms. We showed increased oxidative
damage in cortical neurons of patients AD compared to asDA and normal aging
individuals, however, no signaling or DNA repair evidence. Also in the cortices,
asDA individuals have close levels of biomolecules damage to normal aging
individuals. Importantly, we found no change in damage markers and DNA repair
gene products in the hippocampus, place of beginning of Alzheimer's
neuropathology. It is possible that in the hippocampus DNA damage is compensated
by other mechanisms unrelated to DNA repair. However, in the cortex is feasible that
damage levels are decisive to the dementia triggering. Financial support: FAPESP,

process n° 2009/02030-9.
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1 INTRODUCAO

1.1 A DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) foi primeiramente relatada hd mais de 100
anos, porém as pesquisas relacionadas aos sintomas, causas, fatores de risco e
tratamento foram iniciadas apenas nos ultimos 30 anos (Alzeimer’s Association
2011; CIPRIANI et al. 2011). A DA ¢ uma doenca degenerativa cerebral primaria, de
etiologia ainda desconhecida, com caracteristicas neuropatologicas e neuroquimicas
proprias. E caraterizada neuropatologicamente pela presenca de depositos
extraneuronais compostos da peptideo amildide e modificagdes fibrilares

intraneuronais da proteina Tau (World Health Organization-WHO 2012).

1.2 MANIFESTACOES CLINICAS

Hé uma grande variagdo na apresentacao clinica de anormalidades cognitivas
e neuropsicoldgicas. Os principais sintomas do inicio da doenca sao: dificuldade de
lembrar nomes ou fatos recentes, apatia e depressdo. Os sintomas tardios sdo
dificuldade de raciocinio, planejamento e resolu¢ao de problemas; dificuldade em
completar tarefas; desorientacdo de tempo e espago; mudangas de comportamento; e

dificuldade em falar, andar e deglutir (Alzheimer’s Association 2011).
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1.3 EPIDEMIOLOGIA

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude-OMS, a DA tem uma
prevaléncia mundial de 5% apds os 65 anos, com aumento de cerca de 30% em
idosos com 85 anos ou mais. Nos estados Unidos, a DA ¢ a sexta principal
morbidade que leva morte e a Unica entre as dez mais prevalentes que ndo pode ser
evitada, curada ou até mesmo retardada. Com base em dados de mortalidade dos
anos de 2000 a 2008, as taxas de mortalidade tém diminuido para a maioria das
doengas mais importantes, entretanto as mortes por DA aumentaram 66% durante o
mesmo periodo. Em 2011, 13% dos individuos acima de 65 foram acometidos pela
DA, e dentre os individuos com mais de 85 anos de idade, 43% desenvolveram a
doenga. Dos pacientes com DA, estima-se que 4% tém idade menor que 65 anos, 6%
idade de 65 a 74 anos, 45% tém idade de 75 a 84 anos, e 45% tém 85 anos ou mais
(Alzheimer’s Association 2011).

No Brasil, o processo de envelhecimento tem sido mais acelerado que em
outros paises, resultado da mudanga da fecundidade e expectativa de vida. Dessa
forma, a populagdo idosa brasileira, que em 1980 compunha 6%, até o ano de 2011
compOs 10% da populagdo total (Instituto Brasileiro de Geografia ¢ Estatistica-IBGE
2011). Ainda, projecdes estatisticas do IBGE preveem um aumento de 87,4%, entre
2010 e 2030, e 298,2%, entre 2030 e 2050, da populagdo idosa (60 anos ou mais)
(LEITE 2011). Em relacdo a DA, estudos brasileiros apresentam prevaléncia
proxima aos estudos internacionais. No trabalho de HERRERA et al. (2002), foram
estudados 1656 individuos com mais de 65 anos, destes, 118 (7,1%) individuos

apresentavam algum tipo de deméncia. Dos 118 individuos dementados, 65 (3,9%)
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individuos foram classificados como provavel/possivel DA. A taxa de incidéncia
anual de deméncia foi de 13,8 casos por 100.000 habitantes/ano e de DA, 7,7 casos

por 100.000 habitantes/ano.

1.4  FISIOPATOLOGIA

O cérebro dos pacientes com DA apresenta-se com atrofia cortical em graus
variaveis, com alargamento dos sulcos e reducao dos giros cerebrais (Figura 1). Na
grande maioria dos casos, todas as areas cerebrais sdo acometidas, principalmente
areas do lobo temporal como amigdalas e hipocampo. Microscopicamente, hd uma
perda significante de neuronios, aliado ao encolhimento de grandes neurdnios

corticais (YAARI e COREY-BLOOM 2007).

Fonte: Adaptado de YAARI E COREY-BLOOM (2007).

Figura 1 - Corte coronal do cérebro de um individuo com envelhecimento normal

(A) e de paciente com DA (B)

O processo patogénico € iniciado nas areas limbicas do lobo temporal, mais
especificamente no hipocampo e cortex entorrinal (BRAAK e BRAAK 1991).

Neuropatologicamente, a DA ¢ caracterizada pelas placas senis e os emaranhados
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neurofibrilares. Essas lesdes, ainda, podem ser encontradas, nas mesmas proporgoes
em individuos com auséncia de qualquer sintoma clinico, assim como, em menor
extensao e distribui¢do, no tecido cerebral de individuos com envelhecimento normal
(GOEDERT e SPILLANTINI 2006; BENNETT et al. 2006; DRISCOLL e
TRONCOSO 2011).

As placas senis sdo depdsitos extracelulares compostos principalmente pela
peptideo amiloide beta (Af), que contém de 40 a 42 aminoacidos e ¢ derivada de um
processamento proteolitico sequencial da proteina precursora de amiloide (APP). A
APP ¢ metabolizada por duas diferentes vias. A via principal ¢ iniciada com a
clivagem da o-secretase e posterior clivagem da 7y-secretase, resultando num
peptideo ndo amiloidogénico, Aa. Na via alternativa do metabolismo da APP ¢
gerado o peptideo A} por uma clivagem sequencial -secretase e y-secretase (Figura
2). O peptideo AP esta relacionado com o crescimento axonal (CHASSEIGNEAUX
et al. 2011) e ¢ essencial durante a embriogénese humana para o desenvolvimento
cerebral normal. Esse peptideo induz uma diferenciacdo de células precursoras
neuronais de forma mais rapida e eficiente que o peptideo Ag (HARTMANN et al.
1999; HERMS et al. 2004; GUENETTE et al. 2006; FREUDE et al. 2011). Por outro
lado, sabe-se que o peptideo AP apresenta neurotoxicidade relacionada com a DA
(BEKRIS et al. 2010; CHASSEIGNEAUX e ALLINQUANT 2012). Alguns
trabalhos, a partir de pesquisas de formas de amildide sintéticas (beta oligdmeros),
indicam que a conformag¢do do peptideo AP, assim como o equilibrio entre as formas
fibrilares e protofibrilares do proprio peptideo tém um papel mais importante na
toxicidade neuronal do que as placas amildédes formadas (SIMMONS et al. 1994;

LORENZO e YANKNER 1994). Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que
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pequenos oligdmeros soluveis tais como dimeros, trimeros ¢ dodecameros, formados
durante a agregacdo de AP, sdo as principais causas da toxicidade de AP ¢ da
patogénese da DA (WALSH e SELKOE 2004; LESNE et al. 2006; HUNG et al.
2008; SHANKAR et al. 2008).

Na DA familial Familial Alzheimer’s Disease (FAD), ha um aumento da
clivagem que gera o peptideo AP por alteragdes nos genes da APP e Presenilinas
(BEKRIS et al. 2010). Na DA esporadica, alguns trabalhos vém tentando explicar o
mecanismo de aumento do peptideo AB. MINERS et al. (2008), associou os niveis de
AP com a deficiéncia de enzimas que degradam esse peptideo. No mesmo ano, outra
pesquisa verificou o aumento dos niveis de P-secretase, por uma deficiéncia de
miRNAs que controlam sua expressdo (HEBERT et. al. 2008). Além deste, outros
trabalhos vém demonstrando a altera¢do da expressdo ou a perda de sitios de miRNA
relacionado com a expressdo de A} na DA familial e esporadica (COGSWELL et al.
2008; WANG et al. 2008; HEBERT et al. 2008; BOISSONNEAULT et al. 2009;
GEEKIYANAGE ¢ CHAN 2011; LONG e LAHIRI 2011; FANG et al. 2012).
Interessantemente, SCHONROCK et al. (2011) apresentaram o impacto da patologia
da DA no metabolismo cerebral, demonstrando a desregulagdo de miRNA em

resposta a toxicidade do peptideo Ap.
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Fonte: Adaptado de CAVALLUCCI et al. (2012)

Figura 2 - Representagdo esquematica do processamento da proteina precursora de

amiloide (APP).

As lesdes neurofibrilares sdo compreendidas pelos emaranhados
neurofibrilares (NFT - neurofibrillary tangles), que se localizam nos corpos celulares
e dendritos apicais; assim como os filamentos dos neurdpilos (neuropil threads), que
se localizam na porg¢ao distal dos dendritos. As lesdes neurofibrilares sdo achados
intraneuronais compostos por filamentos helicoidais pareados de proteina tau. A tau
pertence a familia de proteinas microtibulos-associadas. No desenvolvimento
neuronal, a proteina tau migra para os axdnios, onde exerce a funcdo de estabilizagdo
dos microtubulos. Ainda, sabe-se que a tau contém um grande ntimero de sitios de
fosforilacdo (CHEN et al. 2004). Em homeostase, a média ¢ de 2 a 3 mols fosfato por
mol de tau, entretanto, em condi¢des patoldgicas, essa média aumenta para até 8
mols de fosfato por mol de tau (KOPKE et al. 1993). Essa modificacdo ¢ chamada de

hiperfosforilagdo, onde alguns sitios sdo fosforilados em altos graus. Além disso, a
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tau sofre uma mudanca conformacional que provavelmente auxilia na fosforilagao
(JICHA et al. 1997). A hiperfosforilagdo ¢ critica para a tau se dissociar dos
microtubulos, causando colapso da estrutura, e inicia-se o processo de acumulo nos
dendritos (AVILA et al. 2006).

Em adi¢do a complexidade desta doenga, alguns individuos cognitivamente
saudaveis revelaram uma extensa presenca de emaranhados neurofibrilares e placas
senis no cortex cerebral, indicando a possibilidade de um estado de resiliéncia, ou um
estado assintomatico da DA (Doenca de Alzheimer assimtomatica-asDA). A
classificagdo dos individuos asDA foi estabelecida numa publicagdo consenso em
2009 por um consércio de hospitais e centros de pesquisa em envelhecimento
detalhando essa condi¢do em individuos idosos e cognitivamente saudaveis (PRICE

et al. 2009).

1.5 PATOGENESE DA DOENCA DE ALZHEIMER

A DA ¢ provavelmente causada por uma complexa interacdo de multiplos
fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Entretanto, o que dispara a cascata

patogénica na DA ainda permanece desconhecido.

1.5.1 Fatores genéticos e epigenéticos
Geneticamente, a DA ¢ dividida em duas formas: i) DA precoce, que se
apresenta em pacientes com 60 anos ou menos de (Early-onset al.zheimer diseas-

EOAD); ii) DA tardia, que acomete os individuos com mais de 60 anos, e faz parte
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da maioria dos casos de DA, com mais de 93% de todos os casos de DA (Late-onset
alzheimer disease — LOAD) (SWERDLOW 2007).

A forma esporadica representa a maioria dos casos de LOAD e a forma
familial representa a maioria dos casos de EOAD. Entretanto, ambos aparentam ter
componentes genéticos.

A EOAD ¢ causada por mutacdes em trés genes (APP; PSEN1 e PSEN2),
raras e de alta penetrancia (BEKRIS et al. 2010; BERTRAM et al. 2010; GOATE e
HARDY 2012). A EOAD soma de 1 a 6% de todos os casos de DA em individuos de
30 a 60/65 anos (BEKRIS et al. 2010).

A LOAD ¢ geneticamente a forma mais complexa de DA. Pensa-se que a
susceptibilidade da LOAD ¢ conferida por muitos fatores de risco genético de alta
frequéncia, porém baixa penetrancia. Enquanto a predisposi¢ao ¢ também por vezes
referida como “esporadica”, ¢ importante enfatizar que até 60% a 80% dessa forma
de DA ¢ definida geneticamente (GATZ et al. 2006). Entretanto, o componente
genético da LOAD que evidencia um ou mais genes causativos da DA ainda nao foi
elucidado. Estudos de genes candidatos encontrados por meio de resultados de
estudos de ligagdo genética (linkage), levaram a descoberta da apolipoproteina E
(ApoE), fator de risco mais conhecido para LOAD (BERTRAM et al. 2010). Sabe-se
que o alelo Apo*ed4 deste gene estabelece um risco de 3 a 4 vezes maior de
desenvolvimento da DA, quando comparado com o os outros alelos (BLACKER et
al. 1997; ASHFORD 2004). Recentemente, genotipando mais de 7 mil pacientes com
DA,e 10 mil controles, com mais de 85 anos de idade, GENIN et al. (2011)
encontraram um risco de morte de 51% em homens ¢ 60% em mulheres, ambos

portadores dos dois alelos Apo*e4. Entretanto, os mecanismos pelos quais o alelo
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Apo*e4 altera os riscos de desenvolvimento de DA ainda ndo esta bem estabelecido.

De fato, mais de 50% dos pacientes com DA ndo possuem esse alelo Apo*e4, e 20%
dos que possuem esse alelo ndo desenvolvem a DA (KHACHATURIAN et al. 2004).

Mecanismos epigenéticos também parecem constituir um importante papel na
patogénese da DA. Estudos com amostras de tecido cerebral post mortem de
pacientes com DA, leucocitos, assim como modelos de animais transgénicos
demonstram que o envelhecimento e a DA estdo associados com desregulacdo
epigenética (CHOULIARAS et al. 2010; DAY e SWEATT 2011). Recentes
trabalhos vém discutindo fortes evidéncias que suportam o papel da epigenética no
desenvolvimento da DA e o papel dessas nas potenciais vias € mecanismos

envolvidos na patogénese (CHOULIARAS et al. 2010; BIHAQI et al. 2012).

1.5.2 Hipotese Amiloidogénica

A proposta mais difundida sobre a patogénese da DA ¢é a hipotese
amiloidogénica, onde a presenca do peptideo AP ¢ a causa de todas as outras
alteragdes e, por fim, da propria DA. (HARDY e ALLSOP 1991; HARDY e
HIGGINS 1992; HARDY e SELKOE 2002; LEE et al. 2004). Essa hipotese foi
formulada apds algumas evidéncias. O peptideo AP ¢é gerado através da clivagem
proteolitica da proteina do gene APP que reside no cromossomo 21. Assim como na
DA, esse preptideo encontra-se também acumulado em placas, nos pacientes com a
sindrome de Down, trissomia do cromossomo 21 (GLENNER ¢ WONG 1984;
MASTERS et al. 1985).

Apds 20 anos, outros trabalhos continuam dando suporte a essa teoria, com

estudos mostrando a toxicidade de Af (WALSH e SELKOE 2004, 2007), estudos de
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associacao através de GWAS (Estudos de associacdo ampla de genoma; do inglés —
Genome-wide association study) (ROGAEVA et al. 2007; HAROLD et al. 2009;
JUN et al. 2010), ou ainda demonstrando a liga¢do entre a ApoE ¢ a homeostase de
AP (CASTELLANO et al. 2011). Entretanto, outras evidéncias levantam
questionamentos sobre essa teoria. Esta comprovado que a deposicdo do amiloide
ndo sO estd presente na DA, mas também parece iniciar a alteragdo em outras
doencas neurodegenerativas como as deméncias familiais britdnica e dinamarquesa,
com angiopatia amildide (SELKOE et al. 1997, 2001; MEAD et al. 2000; HOLTON
et al. 2001, 2002; REVESZ et al. 2009). Outro fator ja bastante descrito na literatura
¢ que a doenca amildide pode ocorrer no cérebro humano, por anos, sendo por
décadas, sem causar prejuizo cognitivo ou neurodegeneragcdao (PRICE e MORRIS
1995; TRONCOSO et al. 1998; GODBOLT et al. 2004; BENNETT et al. 2006;
SPERLING et al. 2011). Sendo assim, mesmo que o peptideo AP constituisse a
patologia primaria, ndo seria suficiente para disparar todo processo patologico da
DA. Ainda, os questionamentos sobre a hipotese amiloide é que, na maioria dos
pacientes com DA, o motivo da mudanga na produgdo de AP é desconhecida. Dessa
forma, pensa-se que o processamento da APP e os mecanismos de produgdo de
AP sdo processos extremamente controlados por eventos fisiologicos prévios

(SWERDLOW 2012).

1.5.3 Outros eventos possivelmente patogénicos
Além da hipotese amiloidogénica, outros eventos moleculares vém sendo
descritos como possivelmente patogénicos, como modificacdes mitocondriais,

estresse oxidativo, danos de DNA e reentrada no ciclo celular.
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A hipétese da disfuncdo mitocondrial foi proposta em 2004 e postula que
alteracdes nos mecanismos fisioldgicos das mitocondrias desencadeiam os outros
processos patoldgicos subjacentes da DA (SWERDLOW e KHAN 2004).

As mitocondrias tém papel essencial em muitas fungdes celulares, como
geragio de ATP, homeostase de Ca™, formacdo de espécies reativas de oxigénio
(Reactive oxigen species — ROS) ¢ apoptose. Os neurdnios sdo particularmente
dependentes das mitocondrias devido a grande demanda de energia. Portanto, o
tecido nervoso e, dessa forma, os neurOnios, sdo relativamente intolerantes a
disfungdo mitocondrial (LEZY e SWERDLOW 2012). Varios trabalhos vém
associando a disfun¢do mitocondrial com a DA, ndo s6 em neurdnios, mas em outros
tipos celulares, como plaquetas e fibroblastos (DAVIS et al. 1997; CURTI et al.
1999; BOSETTI et al. 2002; MANCUSO et al. 2003; CARDOSO et al. 2004). Essa
observa¢ao indica que a disfun¢do mitocondrial ocorre de forma sistémica e, assim,
pode ser que ndo represente simplesmente uma consequéncia da neurodegeneragdo
(SWERDLOW 2007, 2012; LEZY e SWERDLOW 2012). Essa hipdtese presume
que a EOAD e a LOAD nio sao etiologicamente homogéneas, mas convergentes. Na
EOAD o aumento nos niveis do peptideo Aq por mutagdes nos genes APP e
secretases, ¢ a principal causa das disfungdes mitocondriais. Na LOAD, assim como
mencionado anteriormente, a deposicdo de AP ndo ¢ suficiente para desencadear
todos os eventos patogénicos da DA, entretanto, como demonstrado em ensaios com
cibridos, células com fungdes mitocondriais alteradas tém um aumento da producdo
de AB (KHAN et al. 2000; SWERDLOW ¢ KHAN 2004; SWERDLOW 2012).

Mesmo em individuos idosos normais, o tecido cerebral ¢ particularmente

suscetivel ao estresse oxidativo pelo alto consumo de oxigénio, abundancia de acidos
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graxos poliinsaturados e lipidios, e limitada capacidade antioxidante em relagdao a
outros tecidos (LOVELL e MARKESBERY 2007a e b). O estresse oxidativo ocorre
quando os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive oxigen species)
excedem a capacidade antioxidante da célula, levando ao dano de proteinas de
membrana e citoplasma, lipidios e acidos nucleicos, comprometendo fungdes
celulares. A acdo antioxidante na célula ¢ realizada por antioxidantes naturais como a
superoxido dismutase, catalases e glutationa (LOVELL ¢ MARKESBERY 2007a e
b; SWERDLOW 2012).

A associacdo da DA com danos oxidativos vem sendo amplamente estudada
desde a década de 80 (MARTINS et al. 1986). Em 2001, NUNOMURA et al.
demonstraram a presen¢a de dano oxidativo precedendo a patologia da DA, NFTs ¢
placas AP. Varios estudos demonstraram que o dano oxidativo de DNA/RNA
(MECOCCT et al. 1994, 1998; LOVELL et al. 1999; NUNOMURA et al. 1999,
2001, 2004; SHAN et al. 2003; GACKOWSKI et al. 2008), modificagdes proteicas
(LOVELL et al. 2000; POCERNICH e BUTTERFIELD 2003; DING et al. 2006;
SULTANA et al. 2006; SHAO et al. 2008) e geracdo de produtos de peroxidacdo de
lipidios (MARKESBERY e LOVELL 1998; LOVELL et al. 2001; MCGRATH et al.
2001) estdao significantemente aumentados nos estagios avancados da DA, em
relacdo a individuos com envelhecimento normal. Ainda, marcadores de estresse
oxidativo vém sendo descritos em pacientes com alteragdes cognitivas leves e em
asDA (MARKESBERY et al. 2005; DING et al. 2006; BUTTERFIELD et al. 2006a
e b; WANG et al. 2006; WILLIAMS et al. 2006; SHAO et al. 2008; ALUISE et al.
2010; BRADLEY et al. 2010; LOVELL et al. 2011; TORRES et al. 2011;

BRADLEY et al. 2012).
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O efeito de ROS pode levar a formacao de mais de 20 adultos, sendo o mais
estabelecido, e comumente mensurado como um sensivel marcador de dano de DNA,
0o 8-hydroxy-2-deoxyguanosina (8-OHdG) (DIZDAROGLU et al. 2002;
VALAVANIDIS et al. 2009). O 80HdG ¢ formado pela interacdo de diversas
espécies reativas (OHe, COse-, RO,*) com bases nucleotidicas. Sua presenca pode
levar a diversos tipos de mutacdo, sendo as mais importantes as transversdes
GC—TA (HALLIWELL e GUTTERIDGE 2007; VALAVANIDIS et al. 2009).
Estudos demonstraram um sensivel aumento desse marcador em zonas neocorticais
de individuos com alteragdes cognitivas leves e pacientes com DA (WANG et al.
2006; LOVELL ¢ MARKESBERY 2007b), assim como seu aumento em fluidos
biologicos (MECOCCI et al. 1998; TEUNISSEN et al. 2002; DORSZEWSKA et al.
2005, 2009; LEE et al. 2007; GACKOWSKI et al. 2008).

A resposta celular a danos ao DNA, também induzidos por ROS, envolve a
ativacao de proteinas associadas a quebra de dupla fita de DNA. A fosforilacdo da
histona H2AX constitui uma medida indireta desses danos. A histona H2AX ¢ um
membro evolutivamente conservado da familia de histonas H2A. Em resposta a
quebras de dupla fita, esta histona é rapidamente fosforilada no residuo Ser139 e
Tyr142 da por¢do C-terminal por cinases da familia PI3KK, como ATM, ATR e
outras DNA-PKcs, dando origem a forma A-H2AX (LOWNDES e TOH 2005;
PINTO e FLAUS 2010). Na DA, a presenca de danos ao DNA mensurados através
da expressdo de A-H2AX foi demonstrada em astrocitos de pacientes com a DA em
relacdo a individuos com envelhecimento normal (SIMPSON et al. 2010).

Em adicdo aos danos por ROS, o DNA também pode ser modificado por

subprodutos aldeidos da peroxidagdo de lipidios. Devido a alta reatividade dos



Ana Cecilia Feio dos Santos-Tese de doutorado 14

aldeidos a e B, pode ocorrer a reacdo com a desoxguanidina formando o aduto
exociclico 1-N?-propanodeoxiguanosina. Esse aduto pode promover ligagdes
cruzadas DNA-DNA e DNA-proteina (LOVELL ¢ MARKESBERY 2007a). A
peroxidacdo de lipidios pode ser particularmente importante na DA e no
envelhecimento. O cérebro possui altos niveis de lipidios polinsaturados e, dessa
forma, ¢ suscetivel a reacdo em cadeia de radicais livres da peroxidacdo de lipidios
(HALLIWELL 1992). Um dos produtos resultante natural da peroxidagdo de lipidios
¢ o Malondialdeido — MDA. O MDA ¢ um dialdeido de trés carbonos, altamente
reativo, formado naturalmente a partir da peroxidagdo de dacidos graxos
poliinsaturados ¢ do metabolismo do &cido araquidonico. A peroxidagdo de lipidios
foi amplamente demonstrada em pacientes com DA com outros adutos (SAYRE et
al. 1997, MARKESBERY e LOVELL 1998; LOVELL et al. 2001; MARKESBERY
et al. 2005; WILLIAMS et al. 2006; LOVELL et al. 2011).

Estudos anteriores realizados hé cerca de 25 anos mostraram que fibroblastos,
linfoblastos e linfocitos de pacientes com DA sdo deficientes no reparo de DNA
induzidos por agentes alquilantes (LI e KAMINSKAS 1985; ROBISON et al. 1987;
BRADLEY et al. (1989); Revisto por COPPEDE ¢ MIGLIORE 2009). Na década
passada, muitos trabalhos reportaram um decréscimo na atividade de algumas
proteinas de reparo em MCI e DA, sugerindo que o reparo de DNA aberrante pode
ser crucial para o processo neurodegenerativo (COPPEDE e MIGLIORE 2009).
Ainda, foi relatado que, com reparo de DNA, hd um aumento nos niveis dos produtos
génicos 80 e 89 de ERCC (excision repair cross-complementing), propondo a
hipdtese de que o cérebro de pacientes com DA ¢ objeto de dano ao DNA por

estresse oxidativo. A elevagdo dos produtos génicos de reparo ¢ uma tentativa de
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aumentar a capacidade de reparo do DNA (HERMON et al. 1998). Entretanto, a
capacidade de reparo foi evidenciada diminuida, podendo estar relacionada com a
progressao de DA (LOVELL e MARKESBERY 2007a).

Desde as primeiras descobertas de dano oxidativo e diminuicao da atividade
de reparo por excisdo de bases (Base Excision Repair - BER) (LOVELL et al. 1999;
JACOBSEN et al. 2004), a via BER tem sido extensivamente estudada na DA e em
MCI. BER ¢ talvez o mecanismo de reparo mais fundamental de DNA em
organismos superiores, ¢ ¢ de particular importancia em tecidos pos-mitdticos, tais
como no tecido cerebral, onde modificagdes de bases sdo mais provaveis de ocorrer
do que grandes danos ao DNA (COPPEDE e MIGLIORE 2009).

Apesar de BER ser o mecanismo principal para lidar com os danos gerados
por estresse oxidativo, ambos os mecanismos de BER ou o reparo por excisdo de
nucleotideos (Nucleotide Excision Repair - NER), mostraram-se alterados na DA
(ZANA et al. 2007).

Existem tipos diferentes de reparo que podem ser realizados, que dependem
da fase do ciclo em que a célula se encontra. A recombinagdo homologa ¢
predominante na fase S tardia e na passagem de G2/M do ciclo celular. Tanto o
complexo de Mrell/Rad50/Nbsl como BRCAI1 s3o essenciais para este tipo de
reparo. Ja a recombina¢do ndo homodloga pode acontecer em qualquer fase do ciclo
celular, como também em células diferenciadas. No entanto, ela é mais suscetivel a
erros (Figura 3).

A manuten¢do da integridade do DNA durante a replicagdo celular ¢
fundamental. Existe um conjunto de genes que controlam o ciclo celular dependendo

da integridade do DNA: os genes supressores de tumor. EVANS et al. (2007)
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demonstraram relacao entre o gene BRCA1 e DA. O BRCA1 (Breast Cancer 1) ¢ um
gene que codifica uma fosfoproteina nuclear que atua na manutencao da estabilidade
gendmica. E expresso em células em divisio durante o desenvolvimento; entretanto,
esta presente apenas em pequenas quantidades de neuronios diferenciados.

O produto do gene BRCAl tem como funcdo regular a transcricdo, a
progressdo do ciclo celular e pode ainda ter um papel de manuteng¢ao da fun¢io do
telomero, de forma que, a presenca desse produto génico pode indicar mudangas no
ciclo celular e danos no DNA, ambas mudangas ocorridas na patogénese da DA.
Como um supressor tumoral, desempenha papel de supressdo do ciclo celular e de
sobrevivéncia da célula. Sua presenca pode ser um fator neuroprotetor que prolonga
a vida da célula ap6s a reentrada no ciclo celular, protegendo os neurdnios de
apoptose (RAINA et al. 2001a e b). Essas proteinas neuroprotetoras tém vindo na
linha de frente como candidatos moleculares para discriminar envelhecimento
normal e patologico (EVANS et al. 2007). Alguns estudos vém sugerindo um
significante papel de BRCA1 na rede de defesa contra toxicidade relacionada com

estresse oxidativo.
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Figura 3 - Representagdo esquematica do envolvimento do BRCA1 na via de reparo

de recombinagdo homologa.

O gene ATM (ataxia telangiectasia mutated) codifica um produto da familia
fosfatidilinositol-3 cinase. Nenhum trabalho ainda associou diretamente este gene
com DA. Entretanto, ATM ¢ ATR (ATM and Rad3-related) sao ativados em resposta
ao dano de DNA e a mudangas no estado redox intracelular (GUO et al. 2010). Essa
ativacdo por dano pode ocorrer em 2 vias: i) ativacdo direta, pela ligacdo direta no
dano de DNA; e ii) ativa¢do indireta, pela interacdo de proteinas de reparo ou
manutengdo de DNA (YANG et al. 2004). A autofosforilacdo no residuo S1981,
fosforilagdo da proteina p53 nos residuos S15 e S20 e a fosforilagdo de Chk2 no

residuo T68, ocorrem em resposta a oxidacdo. MARTIN et al. (2009) mostrou que a
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acdo de ATM ocorre cerca de 1 hora apds o processo de dano de DNA-apoptose.
Ainda, ATM e ATR si3o responsaveis por fosforilar mais de 700 proteinas em
resposta a dano de DNA (MATSUOKA et al. 2007), inclusive a histona H2AX.
ATM também ¢ ativado pela ligagdo do complexo Mrel 1/Rad50/Nbs1 as quebras de
DNA ou ROS, e ¢ responsavel pelo recrutamento dos componentes do mecanismo de
reparo de quebra de dupla fita (CLEAVER 2011). A deficiéncia do gene ATM foi
associada com um fendtipo neurodegenerativo comprovado em modelos animais
(EILAM et al. 1998; 2003) e em um grupo de pacientes com ataxia telangectasia,
onde esse gene ¢ perdido (YANG e HERRUP 2005). Supressio da fungdo do
produto da ATM atenua tanto a reentrada no ciclo celular quanto a apoptose,
disparados por danos no DNA.

Alguns estudos foram realizados correlacionando os niveis do gene TP53 e da
sua proteina p53 com a presenga da DA. O TP53 é um gene supressor tumoral que
tem como principais atuagdes a parada do ciclo celular ou a apoptose (Figura 4).
Normalmente o produto do TP53 ¢ mantido em baixos niveis pelo produto génico do
MDM2 (Murine double minute-2) ou o homologo humano HDM2 (Human double
minute-2), que inibem a atividade transcricional do TP53 e promovem sua
degradagdo via proteossomo. Alguns estudos vém demonstrando que hd um aumento
da imunoreatividade da proteina p53 em tecido nervoso de pacientes com DA, que
pode estar relacionada a danos no DNA, uma vez que esta proteina pode ativar genes
reguladores de crescimento como P21WAF/Cipl, GADDA4S5 e ciclina G que resultam
na parada do ciclo celular em G1, provavelmente para permitir o reparo do dano no
DNA. Além disso, pode promover a apoptose como, por exemplo, em células gliais,

que sdo incapazes de reparar os danos no DNA (KITAMURA et al. 1997).
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Figura 4 - Representacdo da via de sinalizagdo do TP53.

O produto do gene PTEN (phosphatase and tensin homolog) foi identificado
como um supressor de tumor que se encontrava mutado em alta frequéncia num
grande numero de canceres esporadicos, como glioblastomas, cancer de prostata e
mama (LI et al. 1997; STECK et al. 1997). O produto do gene PTEN funciona tanto
como lipidio fosfatase, quanto como tirosina fosfatase (LI et al. 1997; CHIA et al.
2010). Como lipidio fosfatase PTEN regula os niveis intracelulares de
fosfatidilinositol 3.4,5 trifosfato (PIP3) por desfosforilacdo, gerando fosfatidilinositol
3.4 bifosfato (PIP2). PIP3 ¢ um mediador de sobrevivéncia celular que, em altos
niveis, resulta no bloqueio da progressio do ciclo celular em GI, e regula
negativamente o proto-oncogene PKB/AKT. Por outro lado, quando AKT esta
totalmente ativo, a enzima se desloca para o citosol e nicleo (ANDJELKOVIC et al.

1997). Esse gene foi relacionado a doenga de Alzheimer em alguns trabalhos que
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demonstraram a desregulacdo de AKT no cérebro de pacientes, relacionando o
aumento da imunoreatividade do residuo Thr'®® AKT ativo em algumas regides do
cérebro, incluindo o hipocampo, com acumulo de mudangas neurofibrilares “fase
Braak”, alteracdo patoldgica especifica de DA (PEI et al. 2003).
Outro importante fator é que o acimulo de PKB/AKT ativo promove a sobrevivéncia
celular, impedindo que as células com mudancas neurofibrilares entrem em apoptose.

Especificamente, dentre os alvos de AKT envolvidos em apoptose, inclui-se a
glicogénio sintase cinase-33 (GSK-3p3), Bad (membro préapoptético da familia
BCL-2), NF«kB e Proteina elemento de ligagcdo de reposta a cAMP (CREB) (YUAN e
YANKNER 2000). Destes, o GSK-3b esta fortemente implicado na hiperfosforilagao
de Tau, e neurofibropatologia da DA (PEI et al. 1997, 1999), enquanto a
desregulacao da fun¢do de CREB leva a neurodegeneragdo no hipocampo e no
estriato dorsolateral (MANTAMADIOTIS et al. 2002). Além disso, na ultima
década, muitos autores demonstraram que mudangas nos niveis de PTEN estdo
ligadas a DA (KERR et al. 2006; RICKLE et al. 2006; SONODA et al. 2010). KERR
et al. (2006) demonstraram que a presenca de PTEN diminui a fosforilagdo de Tau
indiretamente, por mecanismos que requerem a atividade lipidio-fosfatase, ou ainda
independente de GSK-3f mas possivelmente pela inibicdo de AKT e ERKI1/2.
FRASER et al. (2008) demonstrou que a deficiéncia de PTEN no cérebro causa
defeitos na estrutura sinaptica, transmissdo e plasticidade, e anormalidades na
mielinizagao.

O produto do gene PARPI ¢ uma proteina nuclear de 113kDa e estd
envolvida em diversas processos celulares e moleculares como detec¢do de danos de

DNA, regulacdo da transcri¢do, modificacdo da cromatina e regulacdo da maquinaria
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mitodtica, assim como envolvido em fungdes patologicas (CHAITANYA et al. 2010;
STROSZNAIJDER et al. 2012). O aumento de proteinas da familia PARP tem sido
demonstrada ha mais de 10 anos no cérebro e em células periféricas de pacientes
com DA (LOVE et al. 1999; CECCHI et al. 2002). Outros autores demonstraram
evidéncias que indicam que a proteina poly-ADP-ribose polimerase-I (PARP-1)
desempenha um papel de mediagdo da morte celular em individuos com DA (WANG
et al. 2004). PARP-1 é uma proteina “zinc-finger” de ligagcdo ao DNA que ¢ ativada
por quebras de DNA fita simples ou fita dupla. A fungdo primaria de PARP-1 no
processo de reparo do DNA ¢ a deteccdo do dano e a prevencdo de troca entre as
cromatides. PARPI ribosila algumas das proteinas, incluindo histonas, relacionadas
ao reparo de DNA (COPPEDE e MIGLIORE 2009). Entretanto, PARP-1 também
esta envolvida no processo de morte celular, uma vez que células com uma grande
quantidade de danos no DNA tém uma ampla ativagio de PARP-1 com a
subsequente diminui¢do de seu substrato NAD+, por consequéncia ATP, levando a
insuficiéncia energética (KAUPPINEN et al. 2007). O proximo e irreversivel evento
deste programa de morte celular ¢ a translocacao, da mitocondria para o nucleo, do
fator indutor de apoptose (apoptosis-inducing factor - AIF) e subsequente
degradacdo de DNA. Essa via de morte celular mediada por PARP-1 e AIF ndo
produz corpos apoptoticos € nao ¢ mediada pela ativagdo de caspases (YU et al.
2002). Entretanto, essa ¢ uma forma de morte celular programada. A mediagdo de
PARP-1 e morte celular em células nervosas foi demonstrada em um recente estudo
que demonstrou em modelos animais que a morte induzida por B-oligomeros ¢

mediada por PARP-1 em resposta ao estresse oxidativo (ABETI et al. 2011).
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A teoria do ciclo celular na DA foi proposta hd mais de 15 anos (ARENDT et
al. 1996; VINCENT et al. 1996) e tem sido intensamente revisada (NAGY 2000;
RAINA et al. 2004; COPANI et al. 2007, 2008; YANG ¢ HERRUP 2007, HERRUP
e YANG 2008; FRANK e TSAI 2009; BONDA et al. 2010; HERNANDEZ-
ORTEGA et al. 2011; YUROV et al. 2011).

Em eucariontes, o ciclo celular é definido como uma série de eventos que
envolvem o crescimento celular, replicagdo, segregacdo de cromossomos e criagdo
de duas novas células a partir de uma. Este processo envolve quatro fases: Gl
(crescimento), S (replicacdo de DNA), G2 (aumento do volume celular) e M (divisdo
em duas novas células filhas). Todo o processo é controlado pelas Cinases ciclinas-
dependentes (Ciclin-dependent kinases — Cdks), que tém papel central no controle da
progressdo do ciclo celular, e a ativacdo requer a ligacdo a um grupo de proteinas
adjuvantes, as ciclinas, que tém o nivel de expressdo variavel ao longo do ciclo
(CURRAIS et al. 2009). Em cada estagio celular, um conjunto de ciclinas sdo
expressas, enquanto outras sdo inibidas. Esse controle ¢ realizado por regulagdo
transcricional e protedlise (UDVARDY 1996), sendo esta ultima dependente da via
ubiquitina-proteossoma (MOH et al. 2011).

Resumidamente, durante a fase G1, sinais mitogénicos, como fatores de
crescimento extracelulares ou contato intercelular, disparam a ativagdo do complexo
CDK4/6 - ciclina D1, que fosforilam a proteina retinoblastoma (RB), ativando o fator
de transcri¢do E2F-1, que promove a transcri¢ao de genes necessarios a progressao
do ciclo celular, incluindo a ciclina E. Ao fim de Gl, a atividade do complexo
CDK2-ciclina E completa a transicdo G1/S, completando a fosforilagdo de Rb,

levando a inativacdo completa, ¢ provocando uma onda de atividade transcricional
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essencial para a fase de replicagdo de DNA. Durante a fase S, o complexo CDK2-
ciclina A fosforila varios substratos, permitindo a replicagdo do DNA. Ao final da
fase S, a replicacdo de DNA cessa ¢ as células entram na fase G2 do ciclo. CDKI1
substitui CDK?2, formando o complexo CDKl-ciclina A e regula a fosforilagdo de
proteinas especificas da fase G2 e M, juntamente com o complexo CDK1-ciclina B,
que aparece no final de G2 e dispara a transicdo de G2 para a fase M. Ciclina A ¢
degradada e o sistema ¢ reiniciado, restabelecendo os sinais mitogénicos induzidos
pela ciclina D para o proximo ciclo (CURRAIS et al. 2009; BEUKELAERS et al.
2011).

O ciclo de vida dos neurdnios se diferencia das demais células de eucariontes.
Durante o desenvolvimento, a neurogénese — producao de neuronios diferenciados e
funcionais - realiza-se na — Zona Ventricular (ZV), e também numa regido adjacente
— Zona Subventricular (ZSV) (CURRALIS et al. 2009). Ainda ndo se conhece bem as
diferengas funcionais entre as duas regides, uma vez que ambas geram tanto
neurdénios como células da glia, entretanto, apresentam diferengas celulares e
moleculares. Sabe-se que a ZV ¢ altamente estratificada e que as fases do ciclo
ocorrem em diferentes niveis. As linhagens neuronais passam, aparentemente, por
sucessivas divisoes celulares, cerca de onze, até cessar a producdo de células
precursoras neuronais (NSC - neural stem cells). Na ZSV também ocorre divisdes
celulares, mas aparentemente ndo ocorre estratificagdo. Nas camadas superiores, a
proliferacdo cessa e, entdo, ¢ iniciado o processo de maturagdo. O coértex maduro ¢é
originado por sucessivas ondas de migragdo (Figura 5). No cérebro de adultos,
apenas duas regides mantém a capacidade de neurogenese: a zona subgranular (ZSG)

do giro denteado hipocampal e a zona subventricular anterior (ZSV). Por isso, o



Ana Cecilia Feio dos Santos-Tese de doutorado 24

conceito de divisdo celular em neurdnios nas demais regides cerebrais ¢ resumido
como: uma vez que o neurdonio deixa a ZV (ou ZSV) ndo volta ao ciclo celular,
entrando em estagio pds-mitdtico permanente — GO (quiescéncia) (HERRUP e
YANG 2007; CURRAIS et al. 2009). Apesar de ndo ocorrer ciclo celular em
neurdnios maduros, as proteinas de ciclo celular ndo s3o completamente silenciadas,
e os neurdnios apresentam uma expressao constitutiva de ciclinas, CDKs e de seus
inibidores (Cyclin-dependent kinase inhibitors - CDKIs), mesmo no cortex de
individuos saudaveis adultos. A expressdo constitutiva destas proteinas pode estar
ligada a uma fun¢do ndo-candnica, ou seja, ndo estar relacionada diretamente a
fungdes no ciclo celular, mas potencialmente realizando fung¢des na plasticidade e
estabilidade neuronal (SCHMETSDOREF et al. 2007).

Sabe-se que neurdnios de pacientes com DA apresentam sinais mitogénicos
que induzem a reentrada no ciclo celular (RAINA et al. 2001a e b; 2004); entram na
fase S e replicam seu DNA (YANG et al. 2001; HERRUP et al. 2004; MOH et al.
2011); formam cromossomos falso-tetraploides (YANG et al. 2001; MOSCH et al.
2007; ARENDT et al. 2010); ndo completam a mitose (fase M); apresentam outras
aneuploidias que podem estar relacionadas com o processo patogénico (MOSCH et
al. 2007; IOUROV et al. 2009, 2011; ARENDT et al. 2010); e, que a morte neuronal
e consequente neurodegeneragcdo sdo consequéncia dos eventos do ciclo celular
(YANG et al. 2003, 2006; ZHU et al. 2004, 2007, HERRUP ¢ YANG 2007;
ARENDT et al. 2010; HERRUP 2010; MOH et al. 2011; YUROV et al. 2011).
Todos esses eventos podem ocorrem em maior frequéncia nos estagios iniciais da
doenca em individuos com comprometimento cognitivo leve (Mild cognitive

Impairment— MCI) (YANG et al. 2003).
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Figura 5 - Representagdo esquematica do desenvolvimento do cortex cerebral. A

esquerda estdo as zonas morfologicas. Células neuroepiteliais em divisdo estdo mostradas em azul,
glia em verde e neurénios maduros em amarelo. A direita, expressdo de proteinas do ciclo celular,

evidenciando a estratificagdo da ZV.

O processo de morte celular ndo estd bem compreendido, mas sabe-se que
menos de 1/10000 neurdnios exibem sinais de apoptose, € que a morte de neurdnios
saudaveis difere da morte de neurénios que reentram no ciclo celular. Em pacientes
com DA, os neurdnios ndo ativam um conjunto de caspases requisitados no inicio da
apoptose, porém, possuem uma superexpressdo das caspases 8 e 9, responsaveis
pelas etapas finais do processo (RAINA et al. 2001a). Isso pode sugerir que os
neurdnios DA interrompem a propagacao eficaz do processo de apoptose, resultando
num processo que foi denominado de “abortose”. A abortose consiste num processo
de apoptose abortiva e sobrevivéncia neuronal (RAINA et al. 2000, 2001a). Em
HAMPTON et al. (1998), demonstraram que estresse oxidativo crénico inibe os

primeiros sinais de apoptose mediados por caspases. Dessa forma, em neurdnios de
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DA, o estresse oxidativo induz a abortose, o que poderia explicar a sobrevivéncia

neuronal na DA (MOH et al. 2011).

Até 2004, nenhuma das hipdteses propostas, analisando as carateristicas da

DA de forma independente, foi capaz de explicar a diversidade bioquimica ¢ as

anormalidades patologicas da DA, que envolvem uma diversidade de modificagdes

celulares e moleculares. Os modelos de uma unica injuria nao refletem com precisdo

a patogénese da DA, o que levou a proposta da hipotese dos “dois hits” (“Two-hit

hypothesis”), que sugere que, assim como o cancer, a DA pode ser resultado de

varias injurias (ZHU et al. 2004, 2007). Nessa hipotese, foi proposto que tanto o

estresse  oxidativo, quanto anormalidades no ciclo celular podem,

independentemente, iniciar, mas ambos s30 necessarios para a propagacdo da
patogénese e progressdao da DA. A reentrada em G1 de neur6nios DA po6s-mitoticos
causada pela expressdo ectopica de proteinas do ciclo celular pode ser um
mecanismo fisioldgico necessario para o reparo de DNA em neuronios com danos
oxidativos (KRANTIC et al. 2005).
Para tal, ¢ importante observar duas premissas principais nessa hipdtese:

1) a presenca de um estado de equilibrio/estaciondrio: ap6s o processo ter sido
iniciado por um dos dois hits, os neurdnios recrutam mudangas adaptativas
permanentes e entram num estado de equilibrio compensatério que pode
durar décadas, em que os neurdnios ainda desempenhariam suas fungdes
normalmente ou, na pior das hipéteses, com pequeno comprometimento da
fung¢do neuronal;

i1) o esgotamento do potencial compensatério neuronal: o novo estado estavel

requer grandes adaptagdes compensatérias que, provavelmente, depletam
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muito o potencial neuronal compensatorio por combater a injuria. Portanto, os

neurdnios no estado novo estacionario ficam particularmente vulneraveis a

segunda injuria que requer mudangas compensatdrias adicionais em outras

vias (ZHU et al. 2007).

Alguns estudos demonstraram potenciais propriedades compensatorias do
peptideo AP (SMITH et al. 2002; HAYASHI et al. 2007; NAKAMURA et al. 2007;
MOREIRA et al. 2008) e das NFT (MORSCH et al. 1999). Em resposta a danos
oxidativos, € provavel que as secretases a e y induzam a producdo de AP, com a
finalidade de neutralizar os radicais livres (TAMAGNO et al. 2002, 2005; KIM ¢
SHEN 2008). Entretanto, na presenca de grandes agregados, como na DA avancada,
tais propriedades antioxidantes ndo seriam eficazes, o que levaria a disfuncao e morte
neuronal (ZHU et al. 2004, 2007).

Entendendo que estresse oxidativo, danos de DNA, reentrada no ciclo celular
e morte celular sio mecanismos importantes na DA e que a relagdo entre 0os mesmos
pode estabelecer parametros da progressdo da doenga, este estudo objetiva avaliar
marcadores de dano de biomoléculas e supressores de tumor em 3 areas cerebrais
acometidas em diferentes fases da doenga, para estudar possiveis relagdes entre estes
fatores e alteragdes anatomopatoldgicas assim como a presenga de sintomas clinicos.
E importante ressaltar que, nosso grupo, marcadores de ciclo celular, assim como de

morte celular, também estio sendo estudados nos mesmos casos € controles.
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OBJETIVOS

Estudar se existe uma associacdo entre a presenca de estresse oxidativo,
através da analise de danos a biomoléculas, ¢ atividade de genes supressores
de tumor relacionados a danos em biomoléculas, em tecido post-mortem de

individuos com a doenga de Alzheimer e individuos idosos normais.

Estudar se existe uma associacdo entre a presenca de estresse oxidativo,
através da analise de danos a biomoléculas, ¢ atividade de genes supressores
de tumor relacionados a danos em biomoléculas, em tecido post-mortem de
grupos de individuos idosos com os achados patologicos da DA,

diferenciados pela presenca ou auséncia da clinica.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras e todas as informacdes clinicas foram concedidas pelo Banco de
Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos de Envelhecimento Cerebral (BEHGEEC)

da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (GRINBERG et al. 2007).

3.1.1 Avaliacdo Neuropatologica

Para a avaliagdio neuropatologica foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica, conforme critérios aceitos internacionalmente (GRINBERG et
al. 2007). Os emaranhados neurofibrilares e as placas neuriticas foram avaliados por
neuropatologistas de acordo com o estadiamento de Braak e o CERAD (Consortium
to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease), respectivamente.

A classificagdo de Braak ¢ baseada na distribuicdo dos emaranhados
neurofibrilares, e agrupa as alteragdes em 6 estagios: estidgios entorhinais (I / II),
estagios limbicos (II / IV) e estagios neocorticais (V / VI) (BRAAK ¢ BRAAK
1991).

O CERAD descrito por MIRRA et al. (1991) utiliza a semiquantifica¢do de
placas neuriticas (PN), onde sdo considerados 4 niveis: 0: nenhuma placa, A:

esparsas, B: moderadas, e C: frequentes.
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Para a classificagdo, casos com estagio de Braak > 4, juntamente com a
presenga de placas neuriticas moderadas ou frequentes em uma ou mais regioes

corticais (CERAD = B ou C), foram considerados positivos para a patologia da DA.

3.1.2 Avaliacéo Clinica

Foi utilizado o Escore Clinico de Deméncia (Clinical Dementia Ratio - CDR)
(MORRIS et al. 1991). Esta escala t€ém se tornado “padrdo ouro” para a avaliacio
global de pacientes portadores de DA, mas também esta indicada para a avaliagdo de
outros tipos de deméncia. Avalia seis dominios: memoria, orientacdo, julgamento e
resolugdo de problemas, assuntos comunitdrios, casa ¢ hobbies, e autocuidado. Desse
modo, essa escala cobre a intersec¢do entre a funcionalidade e os aspectos
cognitivos. A escala ¢ divida em cinco niveis: CDR 0 — status cognitivo normal,
CDR 0,5 - status cognitivo questionavel, também considerado como
comprometimento cognitivo leve; CDR 1 — deméncia leve; CDR 2 — deméncia

moderada; CDR 3 — deméncia avangada. (MORRIS et al. 1991; ISELLA et al. 2006)

32 RECEPCAO E SELECAO DE CASOS - BANCO DE

ENCEFALOS DA FMUSP

O BEHGEEC foi criado em 2004 para atender a demanda por amostras do
envelhecimento cerebral. Todo material é captado no Servico de Verificagdo de
Obitos da Capital (SVOC), localizado no subsolo da FMUSP, sendo o material
processado e armazenado no Laboratério de Fisiopatologia do Envelhecimento,

coordenado pelo Prof. Dr. Wilson Jacob Filho.
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O SVOC concentra todas as autopsias das mortes naturais, por causa mal

definida da cidade de SP. A cada ano sdo realizadas por volta de 13000, 60% delas

em pessoas com mais de 50 anos de idade. Os critérios de selecdo dos casos foram:

A)

B)

5-

Critério de inclusao

Pessoas com idade acima de 50 anos na data da morte.

Criterios de excluséo

Individuos que morreram por causas cerebrais primdrias: acidente vascular
encefalico de origem isquémica ou hemorragica, traumatismo craniano,
meningite, tumores etc;

Pacientes que passaram por situacdes com o potencial de causar lesdes
cerebrais isquémicas secundarias como, por exemplo, encefalopatia andxica
de longa duragao;

Pacientes portadores de comorbidades que possam, potencialmente,
prejudicar a funcdo cognitiva no periodo de seis meses anteriores ao Obito,
como aqueles portadores de doengas cronicas em fase avangada, ou
depressdo, retardo mental e outros transtornos psiquidtricos;

Inexisténcia do cuidador primario ou familiar responsavel para fornecer
informacdes adequadas relacionadas a historia pregressa, antecedentes
pessoais e funcionalidade do individuo;

Pacientes com uso cronico de benzodiazepinicos (mais que 6 meses).

Na chegada do cadaver ao SVOC, caso o sujeito atenda os critérios de selecao,

¢ explicado ao responsavel pelo cadaver sobre a natureza do projeto e apresentado o
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termo de Consentimento Livre e Esclarecido. No caso de aceite, o cuidador ¢
identificado para que se possa alcancar confiabilidade das informagdes transmitidas.
E dada preferéncia pelo cuidador primério. No caso de individuos que ndo tinham
cuidador primario, a escolha do cuidador ¢ feita a partir da identificagdo do familiar
que tenha maior vinculo com o paciente (contato de, no minimo, uma vez por
semana).

Todo esse procedimento € realizado por uma equipe treinada e coordenada por
uma gerontdloga (Dra. Renata Ferreti). Como os cadaveres s6 sdo submetidos a
autdpsia quando reclamados pelos responsaveis € como se espera algumas horas até a

liberagdo do corpo, as entrevistas ndo atrasam os procedimentos funerarios.

3.3 COLETAEARMAZENAMENTO

No momento da autdpsia, realizada entre 4 a 16 horas ap6s o dbito, o0 médico
responsavel separa os encéfalos dos casos selecionados. Os procedimentos sdo
divididos em trés etapas: i) durante a autopsia; ii) imediatamente apds a autdpsia e;
ii1) durante a pos-fixagao.

Na primeira etapa, o peso corporal, altura e tamanho do cranio sdo medidos.
O sangue ¢ retirado da aorta. Cérebro, coragdo, artérias cardtidas cervicais € uma
amostra de rim sdo removidos. Na segunda etapa, o cérebro e coragdo sao medidos
(peso e volume) e fotografados. Trés amostras de 1 x 1 centimetros cada sdo retiradas
de areas selecionadas e congeladas em criotubos devidamente identificados. Depois,
o cérebro, coracdo e carodtidas sdo fixados. Todo o material ¢ fixado em

paraformaldeido 4% tamponado por 3 semanas. Na Ultima etapa, qualquer tecido
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excedente ¢ descartado e enterrado de acordo com a legislagdo brasileira

(GRINBERG et al. 2007).

3.4

AMOSTRAS SELECIONADAS

As amostras selecionadas para o presente estudo foram categorizadas da

seguinte maneira:

a)

b)

34.1

Doenga de Alzheimer sintomatica (DA) - individuos com DA no exame
anatomopatologico (Braak = IV / V / VI e CERAD = B / C) e com
comprometimento cognitivo (CDR > 2).

Doenca de Alzheimer assintomatica (asDA) - individuos com DA no exame
anatomopatologico (Braak = IV / V / VI e CERAD = B / C) e sem
comprometimento cognitivo (CDR = 0).

Individuos Normais (N) - individuos sem DA no exame anatomopatologico e
(Braak =0/1/11 e CERAD =0/ A) e sem comprometimento cognitivo (CDR

= 0).

Amostras em FFPE

Foram selecionados 64 individuos para fazer parte do estudo, sendo 20

individuos com DA Sintomatica; 13 individuos com DA Assintomatica; ¢ 31

individuos de envelhecimento normal (Quadro 1). De cada individuo, foram

selecionados blocos de parafina de trés regides cerebrais — hipocampo (H), cortex

entorrinal (E) e cortex temporal (T).
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Quadro 1 - Caracteristicas das amostras de FFPE selecionadas.

GRUPO D

9
=
g

braak [CERAD GRUPO 1]
86
81
82
83
89

g

braak |CERAD GRUPO
maNOL

5
g

braak |C

-]
"
S

:
8

(i

|
1

waNO3
aNO4

‘z

91
82
B7
85

kil
g

:

N0
N1l
mal12
aN13
aN14
15
16
17
18
mal19
20

97
98

olo|lojo|o|o(o|jo|o|o|o|o|o
wiwlavwwalala| slwa|ln|leo
@(A|@|A|A|@ @@ A @@ A
HHEEEEEEEE L

:

L]
-

S B M E M R E B B

87
92

AR R R R A R R R R S R EA R R R E AR B
enfnlvwmien|jninia vl wmiwvivion oy
wleln|a|lninln|le(mnlein|e|lnlmnlnle|mn|le|m
| elelefefe
4
g

-]

-
ggg-.-.g-..g-.-.-.g““gm“‘—.g‘;“gmg“—.gg“gggl
m
noaboaanaoanoana)onoanohboaabbogl

oclojlo(o|jo|o|ojo|o|0|0|0|0|0 0|0 |0 |0|0|0 |0 |0 |0|0|0j0 0|00 |0 |0
e e e e e e e e o e o e | e

g
8
HEEHEE BB E B

3.4.2 Amostras congeladas

Dos 64 individuos selecionados para fazer parte do nosso grupo de estudo,
obtivemos tecido hipocampal congelado de 16 individuos. Para aumentar essa
amostragem, foram concedidos pelo BEHGEEC o tecido hipocampal congelado de
mais 13 individuos, com o mesmo perfil das amostras de FFPE, para compor nosso
grupo de estudo.

No Quadro 2, abaixo, demonstra-se as amostras congeladas do presente

estudo
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Quadro 2 - Caracteristicas das amostras de congeladas selecionadas, demonstrando a
equivaléncia com as amostras FFPE.

GRUPO ID | GEN | CDR | braak [CERAD GRUPO ID | GEN | CDR | braak [CERAD GRUPO ID | GEN | CDR | braak [CERAD]
87 | F 3 5 B cang DAB01 2 |Mm 0 6 c M0l uN02| 92 | M | 0 3 A
93 | F 3 3 [3 DAa02/,DAa01] 86 | F [] 3 [ a2 n|r 0 0 0
| F 3 6 [ EM}MM 87 | F 0 5 3 cagM03/nuN10| 95 | M | 0 3 0
B2 | F 2 5 [3 Emmm-m 85 | F 0 5 [4 N0/ uN1L| 94 | F 0 2 0
99 | F 3 5 B 05 79 | m| o 1 0
sa [ m | 3 5 [4 cngN0B/ruuN16| 81 | F 0 1 0
82 | F 2 4 B cangNO7 7 | m | o 1 A
69 | M 2 6 4 congNOB/nuuN21| 82 F 0 1 0
86 | F 1 4 [3 CargNO9 57 | m | o 0 0
m | F 3 4 A crgh10 65 | F ] 0 ]
83 | F 3 5 A | enNll 59 | F 0 0 0

cnaM12/uN25| 89 | M | 0 2 0
crgM13/ 28| 83 | F [] 1 A
coMuN29| 89 | M | 0 2 0

35 AVALIACAO DE DANOS DE BIOMOLECULAS

Para mensurar a quantidade de danos de biomoléculas, usamos reacdes de
imunohistoquimica: como medida direta de dano ao DNA, o aduto 80OHdG; como
medidas indiretas, a histona H2AX fosforilada (A-H2AX); e para medida de
peroxidagao lipidica, o Malondialdeido — MDA.

As imunohistoquimicas foram realizadas segundo o protocolo descrito
abaixo, com anticorpo monoclonal 8OHdG, clone N45.1, da JalCA, escolhido com
base na literatura (TOYOKUNI et al. 1997; TANAKA et al. 1997); ¢ os anticorpos
policlonais anti-malondialdeido (MDA) ab27644, da Abcam e anti- A-H2AX

(NB100-2280), da Novus Biologicals.
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3.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES SUPRESSORES

DE TUMOR

Uma vez mensurados os danos no DNA, avaliamos a expressao dos niveis
dos produtos génicos de supressores tumorais, pela técnica de imunohistoquimica
(protocolo abaixo descrito) e RT-PCR para quantificacdo e posterior comparacao
entre 0s grupos.

Foram analisados seis genes supressores de tumor (BRCA1, PTEN, PARP,
ATM, Rb e TP53) descritos na literatura como envolvidos no reparo de DNA em

pacientes com Alzheimer.

3.7 IMUNOHISTOQUIMICA

Para as imunohistoquimicas foi construido um Tissue microarray com 3 areas
cerebrais: hipocampo (H), cortex entorrinal (E) e cortex temporal (T), de cada

amostra do presente estudo.

3.7.1 Construcdo do Tissue microarray

Areas do hipocampo e do cortex frontal foram selecionadas e revistas por
patologistas que determinaram a melhor area do tecido para a pun¢do com agulha de
Imm. Os cilindros obtidos foram transferidos para o bloco de parafina receptor em
posi¢do bidimensional determinada e gravada pelo equipamento. Um mapa, com
identificagdo detalhada de cada amostra, foi construido em planilha de Excel®

(Microsoft, EUA) permitindo a localizagdo exata de cada caso (Quadro 3).
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Os blocos de TMA foram cortados no microtomo rotativo na espessura de 3

um e colhidos em laminas adesivas da Instrumedics (Hackensack NJ, EUA).
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Quadro 3 - Mapa de localizagdo das amostras no TMA construido para o presente estudo.

38
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3.7.2 Reagdes de imunohistoquimica

As reagdes de imunohistoquimica foram realizadas de acordo com o
protocolo j& padronizado no Hospital A.C. Camargo. Apds 24 horas em estufa 60°C,
as laminas sdo desparafinadas com xilol (60°C por 20 minutos e temperatura
ambiente por 20 minutos) e etanol (100, 85 ¢ 70%, 30 segundos cada); as laminas sdo
lavadas e a recuperagdo antigénica ¢ feita em panela de pressdo com tempao citrato
10mM pH 6,0, até a fervura. Depois das laminas serem lavadas com agua, o bloqueio
da peroxidase enddgena ¢ feito com peroxido de hidrogénio 3% (dgua oxigenada 10
volumes), com 4 trocas de 5 minutos cada; apds o bloqueio as ldminas sdo lavadas
com PBS 10mM pH 7.4 por 5 minutos e durante 20 minutos ficam incubadas a
temperatura ambiente com a solu¢do bloqueadora de proteina do kit DAKO™. As
laminas foram incubadas com o anticorpo primario diluido em PBS contendo BSA
1% e azida sodica 0,1%, por 18 horas a 4°C em camara umida. Para cada anticorpo
foi utilizada uma diluicdo, e para cada reacdo foi utilizado um tecido sabidamente
imunorreativo como controle positivo da reagdo (Quadro 4). As laminas foram
lavadas em PBS (3 trocas de 3 minutos a cada nova incubagao). Apos a incubagdo
overnight, segue-se com Post Primary Block (NovoLink Max Polymer) (30 minutos
a 37°C); seguido de NovoLink Polymer (30 minutos a 37°C); e, por fim, em solugdo
substrato (60mg DAB, 1ml DMSO, Iml H202 6% e 100ml PBS) (5 minutos a
37°C), ao abrigo da luz. Apos a precipitagdo, as laminas sdo lavadas em agua
corrente e contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, novamente
lavadas e imergidas em dgua amoniacal (hidroxido de amonio 0.5%). Apds serem
lavadas, as laminas sdo desidratadas em etanol 80, 95 ¢ 100% (30 segundos cada) e

xilol (4 vezes, 30 segundos cada), e montadas em Entellan neu (Merck).
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Quadro 4 - Anticorpos utilizados para os danos de biomoléculas ¢ supressores de
tumor, com suas respectivas especificacdes.

8OHdG JalCA N45.1 Cortex renal 1:600
oK N TGO
ATM Epitomics Y170 Carcinoma de mama 1:75
BRCA1 Dako GLK2 Carcinoma de mama -
MDA Cosmo Bio  Policlonal Cortex renal 1:450
P53 Dako DO-7 Carcinoma de mama 1:2500
PARP1 Zymed C-2-10 Tonsila 1:200
PTEN Cascade 6H2.1 Prostata 1:100
RB Novocastra 13A10 Pele 1:25

As andlises das imunohistoquimicas foram realizadas no Aperio
ImageScope ™ v.10.2.2.2352, utilizando apenas as células de interesse. A primeira
estratégia foi demarcar/circular todos os neurdnios do “core”, e assim quantificar,
separadamente, as marcacdes de nucleo e citoplasma (Figura 6). Essa estratégia
dispensou muito tempo, porém os valores de intensidade que sdo gerados pelo
programa e os resultados saem em duas planilhas independentes para a analise de

nucleo e citoplasma.
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Figura 6 - Demarcacdes por neurdnio realizadas no ImageScope ™ para a analise de
marcagdo de nucleo e citoplasma. Em verde demonstramos as célular ja circuladas de uma a

uma.

Estudando mais detalhadamente os algoritmos do ImageScope'™, mais
precisamente o algoritmo “IHC nuclear v1”, detectamos a presenca dos parametros
tamanho minimo e tamanho maximo da célula. Criando um novo macro, chamado
“IHC nuclear vl Neur6nio”, onde alterando o pardmetro tamanho minimo do nucleo
(45 ;,tm2) e tamanho maximo do nucleo (SOOpmz) (Figura 7a) conseguimos distinguir
nossas células de interesse (Figura 7b), os neurénios, das células da glia, na analise
dos marcadores nucleares, dispensando muito menos tempo que em nossa primeira
estratégia de andlise. Para a andlise de marcadores nucleares através dos dados
obtidos no Aperio, em parceria com o departamento de bioinformatica e
bioestatistica do CIPE/A.C. Camargo, foi desenvolvido um algoritmo que considera

os valores de porcentagem de células marcadas e a intensidade de marcacao.
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Figura 7 - (A) Parametros utilizados no algoritmo IHC nuclear v1, o qual esta sendo

utilizado para andlise dos marcadores nucleares do presente trabalho. A seta vermelha

indicando as modificagdes feitas. (B) Imagem do programa ImageScope™ do marcador 8OHAG,

demonstrando a marcagdo exclusiva de neurdnios (ntcleo).

As cores sdo relativas as intensidades de marcacdo consideradas pelo programa. Em azul — auséncia

de imunoreatividade, negativo; em amarelo - marcagdo fraca; em laranja — marcagdo moderada; em

marrom — marcagdo forte.
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A andlise do citoplasma foi realizada com o auxilio do patologista, Dr.
Antonio Hugo J.F.M. Campos, na qual analisamos apenas as células de interesse,
neuronios, identificadas através da imunohistoquimica com os marcadores Phospho-
Tau e Beta-amilode. O valor de intensidade (intensity value) de coloragdao foi
escalonado seguindo as gradagdes: 0 = Sem marcacao do anticorpo; 1 = marcagdo
fraca; 2 = Marcagdo moderada; 3 = Marcag¢do forte; 4 = marcagdo muito forte. A
semi-quantificacdo de células positivas (percent) para o anticorpo foi escalonada: 0 =
nenhum neurdnio positivo; 1 = 25% de neurénios positivos; 2 = 25-50% de
neurdnios positivos s; 3 = 50-75% de neurdnios positivos; 4 = >75% de neurdnios
positivos (SOINI et al. 2001; CAMPOS et al. 2009). Para o escore final foi utilizado

o mesmo algoritmo desenvolvido para as analises da marcacao nuclear.

3.7.3 Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica dos dados provenientes do Aperio e observagdo do
patologista, utilizamos um método desenvolvido em conjunto com o Dr. Carlos
Pereira (IME-USP) e Aline Damascena do departamento de Bioinformatica e
Bioestatistica — CIPE A.C. Camargo. Esse método utiliza os valores da intensidade
de marcagdo (intensity value) e a porcentagem de células marcadas (percent) para
criar um escore de expressdo. Como marcagdo fraca pode ter um significado
bioldgico questiondvel, dessa forma, criamos dois grupos para os valores do
percentual de células marcadas, usando como corte o percentil 25 (Py2s) onde: 1

(>Po25); € 0 (<Po,25).
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A equagao criada foi:
Escore final= % score + (nClass x intensity)

Onde:
% score = score (0,1) obtido do percentil 25 (P ,s) dos valores de percent
(porcentual de células marcadas)
nClass = nimero de classes de intensity value
intensity = Valor de intensidade de marcacéo

Dessa forma, excluimos a possibilidade de atribuir o mesmo escore para
cores pouco marcados, porém de marcagao intensa, € COres com marcagao extensa,
de menor intensidade. Sendo assim, criamos uma matriz, como exemplificado no

Quadro 5:

Quadro 5 - Exemplo de matriz para obtengdo dos escores finais, obtidos a partir dos
dados de saida do Aperio (marcadores nucleares) e observagdes do patologista
(marcadores citoplasmaticos), onde nClass = 3.

3x intensity
Escore final
2 3
% 0 3 6
wn
° 1 4 7 10

Todas as analises foram realizadas separando as 3 4reas amostradas
(hipocampo, cortex entorrinal e cortex temporal). Para todas as areas analisamos as
diferengas entre os 3 grupos (Doenga de Alzheimer sintomdtica x Doenca de
Alzheimer assintomatica x Envelhecimento normal); em seguida entre presenca ou

auséncia de patologia (Doenca de Alzheimer sintomética + Doenga de Alzheimer



Ana Cecilia Feio dos Santos-Tese de doutorado 45

assintomatica x Envelhecimento normal); e presenca ou auséncia de sintomas
clinicos (Doenga de Alzheimer sintomatica x Doenga de Alzheimer assintomatica).

Para comparagdo dos escores entre os grupos Normal, asDA e DA, utilizamos
o FBST (Full Bayesian Significance Test), um teste bayesiano que assume que a
hipotese H ¢ determinada como um subconjunto definido pelas restricdes de
igualdade e desigualdade (PEREIRA et al. 2006, 2008). Neste teste, a medida de
significancia ¢ dada pelo evidence value (e-value). Para nosso estudo foi calculado o
p-value, a partir da medida de evidencia, através de uma aproximacdo assintotica,
uma vez que, para amostras grandes de uma populagao sobre a hipotese, a medida de
evidéncia (e-value) segue uma distribuicdo de qui-quadrado (PEREIRA et al. 2008;
LAURETTO et al. 2009; DINIZ et al. 2012).

A andlise discriminante linear foi utilizada para identificar qual fun¢do dos
escores de cada marcador separa os pacientes com patologia da DA dos individuos
com envelhecimento normal. Para melhor interpretacao dos resultados, separamos os
dados por localizacdo, fazendo a analise para hipocampo e cortices. Para cada tecido
foram calculadas todas as fung¢des discriminantes possiveis ¢ a melhor fungdo
identificada foi a que apresentou os maiores valores de especificidade e
sensibilidade.

Ainda, com a finalidade de comparar os grupos em relagdo aos marcadores de
dano e reparo de biomoléculas, utilizamos a distribuicdo beta. Nosso objetivo ¢
comparar grupos, com respeito as respectivas propor¢des de individuos, satisfazendo
uma determinada caracteristica. Para essa comparagdo utilizamos as respectivas
funcgdes de verossimilhanga. Ao normalizarmos essas fungdes por suas areas totais,

estas sdo transformadas em fungdes de densidades de probabilidades. Estas fungdes
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se tornam as densidades a posteriori de cada grupo, considerando que as densidades a
priori sdo ndo informativas; distribui¢cdes uniformes para as propor¢des em estudo.
Como os modelos estatisticos naturais sdao distribuicdes binomiais, com as
respectivas probabilidades sendo as propor¢des que desejamos estimar —
desconhecidas e de interesse —, as posteriores obtidas sd3o fun¢des de densidade Beta
com parametro (x+1; y+1). Lembremos que x ¢ o nimero de observagdes com a
caracteristica estudada e y o numero de observagdes que ndao possuem a
caracteristica. Por outro lado, estamos tratando de amostras independentes. Se pl ¢ a
chance (desconhecida) de um individuo do grupo 1 ter a caracteristica em estudo e
p2 a chance (desconhecida) de um individuo do grupo 2 ter a caracteristica, podemos
simplesmente usar nossas densidades a posteriori para calcular a probabilidade de
pl>p2. Para isso, os escores foram agrupados nas categorias: i) marcagdo forte
(escores com maior distribui¢do e maior intensidade de marcacdo); e ii) marcagdo
fraca (escores com menor distribui¢do e menor intensidade de marcagdo). Para esta

analise utilizamos como nivel de significancia o percentil 60.

3.8 PCREMTEMPO REAL - RT-QPCR

Para a quantificagdo dos supressores de tumor foi realizada a técnica de PCR

em tempo real (RT-qPCR).
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3.8.1 Extragdo de RNA

O RNA das amostras foi extraido no Laboratorio de extragdo de
macromoléculas, sob supervisdo das MSc. Eloisa Olivieri ¢ Vera Prescinoti, com o
RNeasy Mini Kit (Qiagen™).

Este kit foi desenvolvido para isolar RNA de pequenas quantidades de
material. E um método simples e rapido que combina propriedades de ligagdo
seletiva de uma membrana de silica-gel com a velocidade das microcentrifugas.

A amostra foi cortada em pedagos menores (30mg) utilizando um bisturi. Nos
tubos com beads magnéticos do kit do Precellys® foi previamente adicionado 600ul
do RLT buffer. O tecido congelado foi cortado em pedagos ainda menores, sem
haver o descongelamento da amostra. Trinta miligramas do tecido foram colocados
nos tubos do kit Precellys® previamente preparados. Os tubos foram colocados no
Precellys® e homogeneizados por 10 segundos na velocidade maxima (6.500rpm) e
imediatamente colocados no gelo até a préxima etapa. A solugdo aquosa foi
transferida para um novo tubo eppendorf de 1,5ml e centrifugada a velocidade
maxima por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
adicionado a mesma quantidade (v/v) de etanol 80% e homogeneizado com o auxilio
da pipeta. A solugdo foi centrifugada por 3 minutos a velocidade méaxima. Do
volume total do sobrenadante, foi retirado 7000 L e colocado na coluna RNeasy spin
column inserida em um tubo de coleta de 2ml fornecido pelo kit e centrifugado por
15 segundos a 10.000 rpm. O fluido contido no tubo de coleta foi descartado. O
restante da solucdo sobrenadante foi transferida na mesma coluna RNeasy spin
column da respectiva amostra e repetido o passo anterior. Posteriormente, foi

adicionado 700ul do RW1 buffer na coluna RNeasy spin column e centrifugado por
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15 segundos a 10.000 rpm para lavar a membrana da coluna, descartando
posteriormente o tudo de coleta. Adicionamos 500ul do Buffer RPE com ETOH
100%, previamente preparado, segundo as indicagdes do fabricante e centrifugamos
por 15 segundos a 10.000 rpm para lavar a membrana da coluna. O fluido contido no
tubo de coleta foi descartado. Adicionamos 500ul do ETOH 80% na coluna e
centrifugamos por 2 minutos a 10.000 rpm para lavar a membrana da coluna e,
posteriormente, descartando o fluido contido no tubo de coleta. Foi feita uma
centrifugacdo por 1 minuto a velocidade maxima (13.200 rpm) para remover o
excesso de etanol da coluna. A coluna RNeasy spin column foi colocada em um tubo
de 1,5ml e adicionado 30ul de RNase-free water no meio da membrana da coluna.
Os tubos foram incubados a temperatura ambiente e por 1 minuto a 42°C na estufa.
Como etapa final, centrifugamos por 1 minuto a velocidade maxima (13.200 rpm)
para eluir o RNA. Para garantir que todo RNA saia da coluna, passamos o mesmo
eluato do passo anterior novamente pela coluna e centrifugamos por 1 minuto a

velocidade maxima (13.200 rpm).

3.8.2 Quantificacdo do RNA total

A quantificagdo do RNA total foi realizada através de espectrofotometria na
regido do ultravioleta através da leitura da absorbancia nos comprimentos de onda de
260 e 280 nanometros utilizando espectrofotdometro (NanoDrop® ND-1000). O grau
de pureza do RNA foi avaliado com base na razao entre as leituras de 260 e 280nm,
uma vez que valores superiores a 1,8 para essa relagcdo sugerem que o RNA esta
essencialmente puro e passivel de ser usado na maioria dos procedimentos de

manipulacdo genética.
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3.8.3 Avaliacéo da Integridade do RNA total

A qualidade do RNA total das amostras foi analisada através do aparelho
Bioanalyser 2100 Agilent (Agilent Technologies), que usa detec¢do de fluorescéncia,
monitorando-a entre 670nm e 700nm. Foi utilizado o RNA 6000 Pico LabChip Kit,
no qual a quantidade de amostras a serem avaliadas deve ser extremamente pequena
(de 200pg a Sng). O software automaticamente calcula a propor¢do das areas dos
picos das bandas ribossomais 18S e 28S (relacdo deve ser > a 1) para amostras
eucaridticas. E construido um eletroferograma e calculado um numero de integridade
do RNA (RIN-RNA Integrity Number). O RIN varia de 0 a 10 em ordem crescente
de integridade. As amostras com indice inferior ao estabelecido como critério de
qualidade (RIN>4) ou relagdo entre as bandas correspondentes aos RNA ribossomais
28S e 18S menor que 1 foram descartadas. O protocolo utilizado foi o fornecido pelo

fabricante. O eletroferograma das amostras testadas estd demonstrado na figura 8.

3.8.4 Sintese de cDNA

A partir de RNA total, foi realizada a sintese de cDNA. Para essa reacdo
foram utilizados 2ug de RNA total e 1,0ul de 0,3pg/ul Oligo dT (24) -T7 primer
(5’AAA CGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG CGC T
(24) 3’) [57-mer] em um volume total de 6,7ul. Esse primer carrega o promotor do
fago T7 bacteriano, que sera utilizado para a transcrig¢@o in vitro. O RNA total com o
primer Oligo dT (24) -T7 foi desnaturado a 700C por 10 minutos ¢ esfriado em gelo
e entdo adicionado 4,0ul Improm™ II 5X Reaction Buffer (Promega), 4,8ul de
MgCIl2 25mM (Promega), 0,5ul RNaseIN (Promega), 2,0ul dNTP4210mM

(Pharmacia) e 1,0ul ImProm-IITM Reverse Trascriptase (Promega). A sintese do
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cDNA ¢ completada apds 2h a 42°C. O mesmo protocolo foi utilizado para a sintese
de cDNA nas amostras referéncia. Para essas amostras, testamos as linhagens

HEK?293 e T98G de cérebro como RNA/cDNA referéncia, cedida pelo laboratério de

gendmica e biologia molecular.
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Figura 8 - Teste de integridade do RNA das

amostras do presente projeto. [A] Géis de capilar do teste de integridade e qualidade da extragdo de

RNA das amostras de tecido cerebral (vermelho); [B] e eletroferograma mostrando os picos das bandas ribossomais 18S e 28S.
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3.8.5 Avaliacéo das linhagens

Para avaliagdo de qual linhagem pode ser usada como referéncia, foi feita
uma PCR convencional e utilizado como controle positivo o gene GAPDH. A
linhagem que obteve melhor amplificagdo nos genes propostos foi a linhagem

cerebral T98G.

3.8.6 Desenho dos oligonucleotideos para o RT-qPCR

O desenho dos primers foi feito pelo programa PRIMER 3 (Disponivel em -
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (ROZEN e SKALETSKY 2000). Os parametros
considerados foram: tamanho dos oligonucleotideos (15 — 20 nucleotideos), contetido
de G/C em torno de 50 %, temperatura de anelamento (60°C), e tamanho do
amplicon (de 50 a 220 pb). Os oligonucleotideos foram sintetizados pela empresa
Sigma - Aldrich (Brasil) (Quadro 6).

Os oligonucleotideos sintetizados foram inicialmente testados na temperatura
de anelamento desejada (60°C) pelo método da PCR convencional. A especificidade
do produto de amplificagdo foi verificada em gel de agarose 2 %.

Os oligonucleotideos dos genes normalizadores utilizados foram cedidos pelo
laboratoério de genomica e biologia molecular. Os genes foram testados foram ActB,

GAPDH, GusB eHPRT1.

3.8.7 RT-gPCR
Todas as rea¢des foram realizadas no aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). Inicialmente, foi realizada uma padronizagdo do

método que inclui escolha do normalizador adequado; teste de eficiéncia de
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amplificacdo dos oligonucleotideos; determinacdo da quantidade de cDNA molde;
ajustes na concentracao final dos oligonucleotideos e avaliagdo das condigdes de
termociclagem.

O método de quantificagio usado foi o SYBR® Green PCR Master Mix™,
que ¢ um agente fluorescente que se intercala em fitas duplas de DNA e emite grande
quantidade de fluorescéncia. Desta forma, a detecgdo do aumento de produtos de
PCR gerados ao longo de cada ciclo, ¢ feito proporcionalmente ao aumento da
fluorescéncia emitida pelo SYBR® Green PCR Master Mix. No método, o
equipamento detecta, a cada ciclo, uma elevacdo de sinal fluorescente e constroéi uma
curva de amplificacdo em tempo real (intensidade de fluorescéncia x curva).

O volume final da reacdo foi 20ul e concentracio do MasterMix™ foi
utilizado de acordo com as regras do fabricante. O desenho dos primers e
concentragdo dos primers e cDNA estdo descritos no Quadro 6. As condig¢des
utilizadas foram as universais de ciclagem, sugeridas pelo fornecedor. Ao final da
amplificacdo, adicionou-se uma etapa de 20 minutos de duragdo, na qual a
temperatura aumenta gradualmente de 60°C para 95°C a 0,2°C por segundo com a
continua aquisi¢cdo da fluorescéncia, para se ter uma analise da curva de dissociagao,
utilizada para confirmagdo da especificidade da amplificagdo. As reagdes foram
realizadas em duplicata em placas de 96 pogos (MicroAmp® Optical, Applied
Biosystems). O gene normalizador, GAPDH, foi definido através do GeNorm
Microsoft Excel VBA script (VANDESOMPELE et al. 2002). O calculo da
eficiéncia dos iniciadores tem por objetivo analisar se a eficiéncia de amplificagdo
dos iniciadores dos genes de interesse ¢ similar a eficiéncia de amplificacdo dos

iniciadores dos genes normalizadores.
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Para o célculo da eficiéncia dos iniciadores serdo realizadas, para cada par de
iniciador, reagdes em duplicata utilizando cinco diluigdes seriadas de cDNA (50ng;
10ng; 5ng; 0,5ng e 0,05ng). A partir dos resultados da reacdo sera construido um
grafico (curva padrdo) que relaciona os Cts (Threshold Cycle — ciclo no qual ¢
detectada a fluorescéncia) com o valor das quantidades de cDNA em logaritmo de
base 10. O valor correspondente ao coeficiente angular (slope) da equagao da reta da

curva padrdo (y = ax + b) foi utilizado na seguinte férmula matematica:

Eficiéncia = 10 (-1/slope) — 1.

Quadro 6 - Sequencia dos primers e condigdes de PCR utilizados.

Primers cO A
ATHM CTOADCT TCALOCTMC L3¥ph Smbi O0ng
OTOCCTICTTOC ACTC
BRCA1 CTOHACATAINCA LT 29ph Smbi Yiog
OTOCT ACACTOTCCAAC
PR CTJAATAIOCCTTOON Li3ph Smbl O0ng
OTASMTOMCCTITIIN
PARM OATAMICTCTATOOMITC Aiph 0mbil Aeng
CATCCACCTCANOTITC
PTEN QCAMYCGATACTTITCTC Tiph 00wl llng
GATTTACOOCTOCTC
Rb CADATATDTOCAAATTIC tdph 00wl ling
OCTITIOCATTOITOTIC
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Para o calculo da quantificagdo relativa de cada gene sera utilizada a média
dos Cts das duplicatas do gene de interesse ¢ do normalizador conforme o modelo

proposto por PFAFFL (2001).

3.8.8 Analise Estatistica

Para a comparagdo da expressdo génica dos genes supressores de tumor, entre
os trés grupos, utilizamos o teste de Kruskal-Wallis. Para comparagao de Patologia:
Doente (asDA + DA) versus individuos de envelhecimento normal e comparacdo
entre DA versus individuos com envelhecimento normal, foi realizado o teste de
Wilcox. Os testes foram realizados no pacote estatistico do R, no departamento de

bioinformatica e bioestatistica do CIPE — A.C. Camargo.
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5

5.1

RESULTADOS

AMOSTRAS FFPE

As estatisticas descritivas das amostras em FFPE estio descritas na Tabela 1.

Nao encontramos nenhuma diferenga estatisticamente significante, testada por

ANOVA, nos intervalos post mortem, nem nas idades entre os trés grupos estudados.

Tabela 1 - Analise descritiva das amostras FFPE estudadas

Grupos

Normal
asDA

DA

5.11

Numero de casos
estudados Feminino
31 16
13 $
20 17

Imunohistoquimica

Sexo
Masculino
15
5
3

Idade (anos) [PM (Horas)
Média ~ Mediana  Variagdo Média Mediana
84,52 83 9-23 14,42 14,17
86,23 85 9,63-24,17 13,73 13
85,5 83 4,92 -20,82 14,57 14,42

Em uma anélise inicial, comparamos os escores dos trés grupos, DA, asDA e

individuos com envelhecimento normal usando o FBST.

Todas as andlises foram feitas tecido-especificas e os resultados (p-valores)

de cada marcador com suas respectivas comparagdes estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Probabilidades calculadas a partir da analise bayesiana (FBST) na
compara¢do dos escores para os marcadores de danos de biomoléculas e reparo de
DNA.

in p-valor
Marcadores Regido DA x asDA x N
Hipocampo 0,486
80OHdG  Cortex Entorhinal 0,034
Cortex Temporal 0.001
Hipocampo 0,305

H2AX  Cortex Entorhinal 0,035
Cortex Temporal

Hipocampo 0,249

MDA Cortex Entorhinal 0,190

Cortex Temporal <0,001

Hipocampo 0,171

ATM Cortex Entorhinal 0,464
Cortex Temporal 0,270
Hipocampo 0,909

P53 Cortex Entorhinal 0,798
Cortex Temporal 0,882
Hipocampo 0,082

PARP1  Cortex Entorhinal 0,622
Cortex Temporal 0,315
Hipocampo 0,400

PTEN Cortex Entorhinal 0,354
Cortex Temporal 0,050
Hipocampo 0,529

RBI Cortex Entorhinal 0,599
Cortex Temporal 0,787

Em vermelho, as probabilidades menores que 5% (p-valor<0,05). Em laranja, as probabilidades
menores que 10% (p-valor<0,1).
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Danos a Biomoléculas
80HdG

Nao houve auséncia do marcador SOHdG (Figura 9) em nenhuma das areas
(hipocampo, cortex temporal e cortex entorrinal), assim como em nenhuma das
amostras. A auséncia de negatividade pode ser reflexo da selegdo das amostras, onde
os pacientes analisados sdo todos idosos, com idade média de 85,19 anos, ¢ a

mediana de 83 anos.
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Figura 9 - Imagem do TMA e imunohistoquimica (aumento de 20x) do marcador
8OHJdG, evidenciando as marcagdes citoplasmaticas e nucleares. Imagem escaneada

pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo programa ImageScope.
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Marcacdo nuclear

No hipocampo, por meio da andlise bayesiana, ndo achamos diferenca
estatisticamente significante para nenhuma das comparagdes.

No cortex entorrinal, entre os trés grupos mostrou uma diferenca
estatisticamente significante. Essa diferenga muito provavelmente deve-se as
diferencgas entre os individuos normais ¢ DA.

No cortex temporal encontramos uma grande diferenga na comparacio dos 3
grupos (p-valor=0,001).

E importante notar que o grupo DA apresenta uma grande frequéncia nos
maiores escores ¢ desta forma na quantidade de dano de DNA, em todas as areas

amostradas (hipocampo, cortex entorrinal e temporal).

Marcacdo citoplasmatica

Nao encontramos nenhuma diferenca estatisticamente significante para
nenhuma das comparagdes em hipocampo e cortices para a marcagao citoplasmatica,

por meio da anélise bayesiana.
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H2AX

A H2AX ¢ um sensor de dano de DNA que ¢ imediatamente fosforilado
(yYH2AX) e ¢ recrutado para o foci do dano quando ocorrem quebras de dupla fita.
Como esperado, a histona fosforilada foi encontrada em nossas amostras com
marcag¢do no nucleo celular (Figura 10).

Diferente do SOHdG, o marcador YH2AX teve uma expressdo considerada de
leve a moderada, mas, assim como no marcador anterior, sempre positiva em todas
as areas, de todos os pacientes analisados.

No hipocampo nao ha diferenga estatisticamente significante para nenhuma
das comparagdes.

No coértex temporal, os assintomaticos seguem uma tendéncia na frequéncia
dos escores mais similar com os individuos de envelhecimento normal do que

individuos com DA sintomaética.
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Figura 10 - Imagem do TMA e imunohistoquimica (aumento de 20x) da forma

fosforilada da histona YH2AX, evidenciando as marcac¢des nucleares. Imagem escaneada

pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo programa ImageScope.



Ana Cecilia Feio dos Santos-Tese de doutorado 61

No cortex entorrinal a comparagao entre os 3 grupos mostrou uma diferenga
estatisticamente significante. Essa diferenga muito provavelmente deve-se as

diferengas nos menores scores entre os individuos normais ¢ DA sintomatica.

Malondialdeido - MDA

O MDA é um dialdeido de trés carbonos, altamente reativo, formado
naturalmente a partir da peroxidagdo de 4cidos graxos poliinsaturados e do
metabolismo do 4cido araquidonico. Este marcador foi encontrado, assim como
esperado, no citoplasma de individuos com DA. Diferente dos outros marcadores de
danos de DNA, este marcador ndo apresentou 100% de positividade no TMA,

observando-se alguns cores negativos (Figura 15).
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Figura 11 - Imagem do TMA e imunohistoquimica (aumento de 20x) do marcador

de oxidacao de lipidios malondialdeido, evidenciando as marcagdes citoplasmaticas.
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Imagem escaneada pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo

programa ImageScope.

No hipocampo e no cortex entorrinal ndo ha diferenga estatisticamente
significante para nenhuma das comparagdes.
No cortex temporal, todas as comparagdes mostraram diferenca

estatisticamente significante.

Supressores de Tumor
Nao foi possivel realizar a imunohistoquimica do marcador BRCA1. O
produto do gene BRCAI perdeu sua especificidade como mostrado na Figura 12,

provavelmente pela mudanga no kit de revelagao.
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Figura 12 - Imagem do TMA e imunohistoquimica (aumento de 20x) do produto do
gene supressor de tumor BRCAI, evidenciando a perda de especificidade do
anticorpo. Imagem escaneada pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo

programa ImageScope.
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ATM

O produto génico de ATM (ataxia telangiectasia mutated) codifica um
produto da familia fosfatidilinositol-3 cinase, e ¢ ativado em resposta ao dano de
DNA e a mudangas no estado redox intracelular (GUO et al. 2010). A marcagdo do
supressor de tumor ATM foi fraca nas amostras (Figura 13).

Por essa andlise, ndo houve diferenca estatisticamente significante para

nenhuma das areas realizadas.
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Figura 13 - Imagem do TMA e imunohistoquimica (aumento de 20x) da proteina do
supressor de tumor ATM, evidenciando as fracas marcagdes nucleares. Imagem
escaneada pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo programa

ImageScope.
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p53

O TP53 ¢ um gene supressor tumoral que tem como principais atuagdes a
parada do ciclo celular ou a apoptose. Assim como o produto do gene ATM, na
presente analise, o produto do gene TP53 apresentou uma reatividade baixa, exibindo
uma marcagao discretamente nuclear (Figura 14).

Nao houve nenhuma diferenga estatisticamente significante para nenhuma

das analises realizadas.
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Figura 14 - Imagem do TMA e imunohistoquimica (aumento de 20x) da proteina
pro-apoptotica p53, evidenciando as fracas marcagdes nucleares. Imagem escaneada

pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo programa ImageScope.

PARP1

O gene PARPI ¢ uma proteina nuclear de 116 kDa e esta envolvida em
diversos processos celulares e moleculares como detecgdo de danos de DNA,
regulacdo da transcricdo, modificagdo da cromatina e regulagdo da maquinaria

mitdtica. A proteina PARP foi encontrada no nucleo como esperado, mas também no
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citoplasma (regido perinuclear) dos neurdnios de individuos com DA. Diferente dos
outros supressores de tumor, o produto do gene PARPI teve uma marcagdo

considerada forte, porém ndo apresentou positividade em todos os cores da lamina,

observando-se alguns cores negativos (Figura 15).
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Figura 15 - Imagem do TMA ¢ imunohistoquimica (aumento de 20x) da proteina do
supressor de tumor PARP1, evidenciando a intensa imunoreatividade citoplasmatica
e a fraca imunoreatividade nuclear. Imagem escaneada pelo sistema ScanScope da

Aperio e visualizada pelo programa ImageScope.

Marcacdo Nuclear

Nao houve nenhuma diferenga estatisticamente significante quando

analisamos a expressao nuclear desse marcador.

Marcacio Citoplasmatica

No hipocampo encontramos uma diferenga significante na comparagao entre

os trés grupos.
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Nos cortices entorrinal e temporal, todos os grupos apresentam uma
distribuicdo de escores bem similar e, dessa forma, ndo houve uma diferenca

estatisticamente significante nessas regioes, p-valoreniorrina=0,62¢€ p-valoriempora=0,31.

PTEN

O produto do gene PTEN funciona tanto como tirosina cinase, quanto como
lipidio fosfatase. Como lipidio fosfatase atuando no citoplasma, PTEN regula os
niveis intracelulares de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP;) por desfosforilagao,
gerando fosfatidilinositol 3,4 bifosfato. (PIP;). PIP; é um mediador de sobrevivéncia
celular que, em altos niveis, resulta no bloqueio da progressao do ciclo celular em G1
e na regulagdo negativa do proto-oncogene PKB/AKT. Em nosso trabalho, o produto
do gene PTEN foi encontrado com marcagdo no nucleo celular, ndo desempenhando
provavelmente sua fun¢do de lipidio fosfatase. Assim como o produto do gene
PARPI, o PTEN teve uma marcagdo considerada forte, porém ndo apresentou
positividade em todos os cores da lamina (Figura 16).

No hipocampo e no cortex entorrinal, ndo had diferenca estatisticamente

significante para nenhuma das comparagdes.
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Figura 16 - Imagem do TMA ¢ imunohistoquimica (aumento de 20x) da proteina do
supressor de tumor PTEN, evidenciando a intensa imunoreatividade nuclear. Imagem
escaneada pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo programa
ImageScope.

No coértex temporal, as comparagdes entre os trés grupos mostraram diferenca

estatisticamente significante.

RB

Assim como os produtos dos genes ATM e p53, no tecido cerebral
observamos uma reatividade reduzida desse anticorpo, apresentando uma marcagao
discretamente nuclear. E esperado que esse marcador tenha uma discreta marcagio,
pois o0 mesmo ¢ responsavel também pela progressao do ciclo celular.

Nao houve diferencga estatisticamente significante para nenhuma das analises

realizadas.
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Figura 17 - Imagem do TMA e imunohistoquimica (aumento de 20x) da proteina do
supressor de tumor Rb, evidenciando a imunoreatividade nuclear. Imagem escaneada

pelo sistema ScanScope da Aperio e visualizada pelo programa ImageScope.

5.1.2 Andlise de Verossimilhanca

Com o objetivo de melhor entender a distribuigdo dos escores nos grupos,
calculamos a probabilidade da frequéncia de marcacao forte ser maior num dado
grupo do que em outro, baseada na distribuicdo beta. A probabilidade foi calculada
entre os grupos dois a dois (DA versus asDA; DA versus Normal; e asDA versus
Normal). Dois grupos foram considerados como diferentes quando a probabilidade
de um evento ocorrer foi maior que 90%. Os graficos representativos das
distribui¢des beta estdo ilustrados nas Figuras de 18 a 27. As probabilidades de cada
marcador, relativo aos escores, relacionando os grupos par a par, estdo descritos na

Tabela 3.



Ana Cecilia Feio dos Santos-Tese de doutorado 69

I %8 ()%, - & P #S%E ()4 -&
#384),2 34& . /-0+1&501-65, &
ptis : **T:' s * %] —
RIEXS —ay = 14s 2 —
I ot — /o186 78955 11#s T\ ——,-. /011B456 7895%
rgs] —_— s [RAFTS U — - /56<8
184 4 1 — . b 78955 1181 # 3 YA Y ,-. [>B456 7895
1% #$ 1 \ e ‘,i
[RIEEE f i | s : ‘
s g (s IMe 1 % 1$ 18 1S 1S 1S %
" #S%& ()%, -&
. [-0+1842 34-, &
**.

[IETS Xk

CITES 7

11 # S / \ Tl —— - ouBs6 78958

[ENEES —

— ] 56 <%

1184 # 81 \ ,-. [>B56 7895$

1'% # $1 \

[EIETS v y '

s 1|88 1S IS 1S %

Figura 18 - Distribuicio beta dos escores dos individuos DA, asDA e de

envelhecimento normal em relagdo ao marcador de dano oxidativo 8OHdG no nucleo

neuronal. *probabilidade > 75%; **probabilidade > 90%.
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Figura 19 - Distribuicdo beta dos escores dos individuos DA, asDA e de
envelhecimento normal em relagdo ao marcador de dano oxidativo 80OHdG no

citoplasma neuronal. *probabilidade > 75%; **probabilidade > 90%.
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Figura 20 - Distribuicdo beta dos escores dos individuos DA, asDA ¢ de

envelhecimento normal em relagdo ao marcador de dano oxidativo yH2AX.

*probabilidade > 75%; **probabilidade > 90%.
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Figura 21 - Distribuicdo beta dos escores dos individuos DA, asDA ¢ de

envelhecimento normal em relacdo ao marcador de

dano oxidativo ma.

*probabilidade > 75%; **probabilidade > 90%.
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Figura 22 - Distribuigdo beta dos escores dos individuos DA, asDA e de

envelhecimento normal em relacdo ao supressor de tumor ATM. *probabilidade >

75%; **probabilidade > 90%.
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Figura 23 - Distribuigdo beta dos escores dos individuos DA, asDA e de

envelhecimento normal em relagdo ao supressor de tumor p53.
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Figura 24 - Distribuigdo beta dos escores dos individuos DA, asDA e de

envelhecimento normal

em relacdo supressor

*probabilidade > 75%; **probabilidade > 90%.

de tumor PARPI1 nuclear.
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Figura 25 - Distribuicdo beta dos escores dos individuos DA, asDA ¢ de

envelhecimento normal em relacdo supressor de tumor PARP1 citoplasmatico.

*probabilidade > 75%; **probabilidade > 90%.
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Figura 26 - Distribuicdo beta dos escores dos individuos DA, asDA e de
envelhecimento normal em relacdo supressor de tumor PTEN. *probabilidade >

75%; **probabilidade > 90%.
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Figura 27 - Distribuicdo beta dos escores dos individuos DA, asDA ¢ de

envelhecimento normal em relagdo ao supressor de tumor RB1. *probabilidade >

75%.
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Tabela 3 - Probabilidades de um grupo ter maior marcagdo forte que outro grupo,
calculadas por regido analisada, com base na distribuicao beta.

. Probabilidades
Marcadores Regido A AN N
Hipocampo 0,750 0,848 0,975
SOHdG Cortex Entorhinal 0,945 0,672 0,989
(Nuclear) Cortex Temporal 0,931 0,864 0,999
Hipocampo 0,277 0,869 0,700
8OHAG Cortex Entorhinal 0,863 0,574
(citoplasmatico) ~ Cortex Temporal 0,943 0,419 0,964
Hipocampo 0,606 0,798 0,897
H2AX Coértex Entorhinal 0,673 0,790 0,918
Coértex Temporal 0,963 0,594 0,993
Hipocampo 0,296 0,747 0,539
MDA Coértex Entorhinal 0,909 0,749 0,993
Cortex Temporal 0,979 0,688 0,999
Hipocampo 0,551 0,553 0,620
ATM Cortex Entorhinal 0,367 0,083
Cortex Temporal 0,874 0,698
Hipocampo 0,346 0,565 0,386
P53 Coértex Entorhinal 0,553 0,612 0,679
Coértex Temporal 0,679 0,354 0,557
Hipocampo 0,883 0,510
PARP1 Coértex Entorhinal 0,406 0,422 0,290
(Nuclear) Cortex Temporal 0,600
Hipocampo 0,985 0,267
PARPI Cortex Entorhinal 0,705
(citoplasmatico) ~ Cortex Temporal 0,467
Hipocampo 0,529 0,788 0,838
PTEN Coértex Entorhinal 0,873 0,688 0,962
Coértex Temporal 0,986 0,758 >(0,999
Hipocampo 0,775 0,348
RBI1 Coértex Entorhinal 0,595
Cortex Temporal 0,570 0,489 0,574

Destacadas em vermelho as probabilidades relevantes, maiores que 75%, de um individuo do grupo 1
ter escore maior que do grupo 2. Em verde, as probabilidades relevantes, maior que 75% de chance,
de um individuo do grupo 2 ter escore maior que do grupo 1. S — Doenga de Alzheimer sintomatica; A
— Doenga de Alzheimer assintomatica; N — Individuos com envelhecimento normal.
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52 AMOSTRAS CONGELADAS

As estatisticas descritivas das amostras congeladas estdo descritas na Tabela
4. Nao encontramos nenhuma diferenga estatisticamente significante, testada por

ANOVA, nos intervalos post mortem, nem nas idades entre os trés grupos estudados.

Tabela 4 - Estatistica descritiva das amostras congeladas investigadas no presente
estudo.

Nimero de casos Sexo Idade (anos) IPM (Horas)
Grupos
estudados Feminino Masculino ~ Média ~ Mediana  Variagio Média Mediana
Normal 14 7 7 80 82 6,5-16,5 12,68 13,33
asDA 4 3 1 82,5 85,5 9,63-16 12,09 11,37
DA 11 9 2 84 83 10,10 - 18,25 13,49 12,38

Com o objetivo de investigar alteracdes na expressdo génica de genes de
reparo de DNA, em ultima andlise supressores de tumor, quantificamos os niveis de

mRNA por meio da técnica de RT-qPCR.

52.1 RT-gPCR

Nenhum dos genes analisados por RT-qPCR teve diferenca estatisticamente

significante da expressdo génica, quando comparamos os 3 grupos (Figura 28)

(Tabela 5).
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Figura 28 - Representagdo grafica da expressao génica relativa dos supressores de

tumor dos 3 grupos analisados. DA — Doenga de Alzheimer sintomatica; asDA — Doenga de
Alzheimer assintomatica; Normal — Individuos com envelhecimento normal.
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Tabela 5 - Estatistica da descritiva e p-valor da compara¢ao da expressdo mensurada
por meio do RT-qPCR, entre os 3 grupos estudados.

Marcador Grupo n Média  Desvio Padrao  Minimo Mediana Maximo p*

Assintomatico 4 3,18 1,03 1,92 3,33 4,15

ATM Normal 14 2,30 0,88 1,02 2,27 4,16 0,3651
Sintomatico 11 3,05 1,59 0,99 3,03 5,59
Assintomatico 4 -0,01 0,67 -0,58 -0,21 0,94

BRCA1 Normal 14 -0,58 0,69 -2,00 -0,54 0,27 0,4668
Sintomatico 11 -0,03 1,48 -1,90 0,12 2,90
Assintomatico 4 0,26 1,14 -1,17 0,36 1,47

P53 Normal 14 0,87 0,87 -1,32 0,96 1,96 0,2084
Sintomatico 11 1,16 1,09 -1,48 1,49 2,50
Assintomatico 4 0,83 0,77 0,00 0,79 1,74

PARP1 Normal 14 1,21 0,99 0,06 0,97 4,01 0,5301
Sintomatico 11 1,32 1,19 -1,01 1,67 3,03
Assintomatico 4 3,18 0,34 2,75 3,21 3,56

PTEN Normal 14 2,64 0,77 1,38 2,62 3,88 0,3768
Sintomatico 11 2,90 1,18 1,91 2,27 4,67
Assintomatico 4 0,21 1,27 -1,04 -0,01 1,89

RB Normal 14 -0,23 0,56 -1,38 -0,22 0,59 0,943
Sintomatico 11 0,03 1,21 -0,94 -0,40 3,24

*Kruskal-Walis test. Sintomatico — Doenca de Alzheimer sintomatica; Assintomatico — Doenga de
Alzheimer assintomatica; Normal — Individuos com envelhecimento normal.

Quando comparamos as medidas de expressdo génica entre individuos com
envelhecimento normal e individuos com a patologia da DA (Alzheimer — DA
Sintomaticos + DA assintomaticos) (Tabela 6), também ndo encontramos diferencas
estatisticamente significantes, assim como quando comparamos individuos normais

com DA sintomatica (Tabela 7).
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Tabela 6 - Estatistica da descritiva e p-valor da comparagado da expressdo mensurada
por meio do RT-qPCR, entre o grupo com patologia da DA e os individuos com
envelhecimento normal.

Marcador Grupo n Média  Desvio Padrdio  Minimo Mediana Maximo p*
Alzheimer 15 3,09 1,43 0,99 3,03 5,59
ATM Normal 14 2,30 0,88 1,02 2,27 4,16 020
Alzheimer 15 -0,03 1,29 -1,90 -0,03 2,90
BRCAL Normal 14 -0,58 0,69 -2,00 -0,54 0,27 0,23
P53 Alzheimer 15 0,92 1,14 -1,48 1,46 2,50 0,59
Normal 14 0,87 0,87 -1,32 0,96 1,96
Alzheimer 15 1,19 1,09 -1,01 1,44 3,03
PARPI Normal 14 1,21 0,99 0,06 0,97 401 071
Alzheimer 15 2,98 1,02 1,91 2,75 4,67
PTEN Normal 14 2,64 0,77 1,38 2,62 3,88 0,33
RB Alzheimer 15 0,08 1,18 -1,04 -0,40 324 ~0.99
Normal 14 -0,23 0,56 -1,38 -0,22 0,59

*Wilcox test. Alzheimer — Doenga de Alzheimer sintomatica + Doenca de Alzheimer assintomatica;

Normal — Individuos com envelhecimento normal.

Tabela 7 - Estatistica da descritiva e p-valor da comparacdo da expressdo mensurada
por meio do RT-qPCR, entre os individuos com envelhecimento normal e os
pacientes DA sintomaticos.

Marcador Grupo n Média  Desvio Padrdo  Minimo Mediana ~ Maximo p*
Normal 14 2,30 0,38 1,02 2,27 4,16
ATM Sintomatico 11 3,05 1,59 0,99 3,03 5,59 0.4
Normal 14 -0,58 0,69 -2,00 -0,54 0,27
BRCAL Sintomatico 11 -0,03 1,48 -1,90 0,12 2,90 0,37
Normal 14 0,87 0,87 -1,32 0,96 1,96
P33 Sintomatico 11 1,16 1,09 -1,48 1,49 2,50 0.24
Normal 14 1,21 0,99 0,06 0,97 4,01
PARP1 Sintomatico 11 1,32 1,19 -1,01 1,67 3,03 043
Normal 14 2,64 0,77 1,38 2,62 3,88
PTEN Sintomatico 11 2,90 1,18 1,91 2,27 4,67 0.98
Normal 14 -0,23 0,56 -1,38 -0,22 0,59 0.85
Sintomatico 11 0,03 1,21 -0,94 -0,40 3,24 ’

*Wilcox test. Sintomatico — Doeng¢a de Alzheimer sintomatica; Normal — Individuos com
envelhecimento normal.
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6 DISCUSSAO

6.1 DANOS DE DNA

A hipoétese dos radicais livres/estresse oxidativo no envelhecimento, proposta
em 1956 por Denham Harman (revista por BECKMAN e AMES 1998), postula que
radicais livres produzidos pela respiracdo aerobica causam acimulo de danos
oxidativos, resultando em envelhecimento e morte. Atualmente, sabe-se que os danos
oxidativos atingem a maioria dos componentes celulares: nucleo, DNA mitocondrial,
membranas e proteinas citoplasmaticas (HALLIWELL e GUTTERIDGE 2007). O
desbalanco entre a producgdo de radicais livres/ROS e 0os mecanismos compensatorios
desse estresse, isto €, os sistemas de defesa, sinalizacdo e reparo, podem estar
envolvidos na patogénese da maioria das doencas neurodegenerativas, incluindo
doenca de Alzheimer (DA), como sugerido por alguns autores (ZHU et al. 2004,
2007; MOREIRA et al. 2008).

Esta claro que o estresse oxidativo esta presente na DA em todas as fases,
inclusive no grupo asDA (ZHU et al. 2005; DING et al. 2006; MARKESBERY et al.
2005; WANG et al. 2006; WILLIAMS et al. 2006; LOVELL ¢ MARKESBERY
2007a ¢ b; SHAO et al. 2008; ALUISE et al. 2010; LOVELL et al. 2011; TORRES
et al. 2011; BRADLEY et al. 2012, 2012). Recentes pesquisas demonstram que o
dano oxidativo esta intimamente relacionado aos estagios iniciais do processo de
declinio cognitivo na transicdo para a DA (NUNOMURA et al. 2012; ZHU et al.

2012).
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Neste trabalho, observamos que alteragcdes em marcadores de dano oxidativo
em DNA e lipideos estdo presentes em casos e controles, o que ¢ esperado uma vez
que nossa populagdo apresenta idade média de 85,18 anos e que, com o
envelhecimento, ocorre o acamulo de tais danos. Porém, nossas analises corroboram
uma diferenca significante na doenga de Alzheimer em relacdo a individuos com a
neuropatologia e ndo dementados — grupo asDA e em individuos com
envelhecimento normal, pareados por idade. No entanto, observamos diferencas que
serdo discutidas a seguir, referentes a localizagdo dos achados dos marcadores de
dano.

O 80HdG, uma modificagdo desoxirribonucleica resultante de um insulto
oxidativo, mostrou-se o marcador de dano mais alterado na DA, como ja descrito em
zonas neocorticais (MECOCCI et al. 1994, GABBITA et al. 1998; LOVELL et al.
1999; NUNOMURA et al. 1999, 2001; WANG et al. 2005, 2006; LOVELL e
MARKESBERY 2007a; LOVELL et al. 2011), assim como em fluidos bioldgicos
(MECOCCIT et al. 1998; TEUNISSEN et al. 2002; LEE et al. 2007, GACKOWSKI et
al. 2008; DORSZEWSKA et al. 2005, 2009).

No que se refere a oxidagdo do mtDNA no hipocampo e cértex entorrinal,
locais de inicio da DA, ndo encontramos diferengas relevantes no 8OHdG na
comparagdo de DA e individuos normais. Esses resultados corroboram o estudo de
TE KOPPELE et al. (1996), que mensurou o dano por HPLC, e de LYRAS et al.
(1996), que utilizou cromatografia gasosa/espectrometria de massa. Ambos ndo
encontraram diferengas significativas na presenga de 8OHdG no mtDNA entre os
pacientes com DA e controles no hipocampo. Diferente desses resultados,

NUNOMURA et al. (1999) demonstraram essas diferencas na expressao de SOHdG
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no citoplasma neuronal do hipocampo e cortex entorrinal, porém neste trabalho
foram analisados hipocampo e regides adjacente, incluindo cortex entorrinal num
mesmo corte.

No que se refere a comparagcdo entre asDA e individuos normais, no
hipocampo e cortex entorrinal, ndo encontramos relevancias estatisticas no mtDNA
para o marcador de dano 8OHdG, resultado contrario ao publicado por LOVELL et
al. 2011.

Em relagdo ao nDNA, no hipocampo encontramos diferencas relevantes
apenas na comparacao entre o grupo DA e controles normais (Tabela 2). Diferengas
entre DA e controles normais tém sido pouco relatadas na literatura analisando
isoladamente nDNA em hipocampo.

No coértex entorrinal, nossos resultados demonstram claramente que os
pacientes DA tém maior imunoreatividade, ou seja, maior dano oxidativo entre os
trés grupos, sendo essa diferenga altamente relevante (ps>n=0,989; ps-4=0,931). Nao
encontramos nenhuma diferenga estatisticamente significante entre asDA e controles
normais.

No cortex temporal, encontramos diferengas entre os grupos DA e controle
em todas as sublocalizagdes celulares. Esses resultados estdo de acordo com a
literatura, que descreve melhor essa regido em relacdo a esse marcador de dano.
Apesar de nao significante, TE KOPPELE et al. (1996) encontraram aumento deste
marcador em pacientes com DA. Da mesma forma, WANG et al. (2005) analisaram
separadamente nDNA e mtDNA e encontraram aumento do marcador, porém

também sem significancia estatistica. Em ambos os trabalhos, a auséncia de

significancia pode estar relacionada com o método laboratorial e estatistico utilizado.
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Além de aumento desse marcador, GABBITA et al. (1998) e NUNOMURA et al.
(1999) encontram diferencas significantes entre DA e controles normais. Ainda, em
ambas sublocalizagdes celulares encontramos diferengas relevantes entre os grupos
asDA e DA, porém ndo houve diferenga entre asDA e controles normais. Nossos
resultados divergem de LOVELL et al. (2011), que demonstraram o aumento
significante desse marcador em asDA quando comparado com individuos normais,
quantificado por espectrometria de massa.

Resumidamente, nossos resultados ndao demonstram diferencas entre os
marcadores no hipocampo. Mais ainda, o cortex temporal ¢ o local mais afetado por
esse dano oxidativo que os outros estudados. Neste marcador, observamos que o
grupo DA ¢é o mais discrepante dos grupos, e que asDA, em nenhum tecido ou
sublocalizacdo celular, foi divergente do grupo normal.

A histona H2AX ¢ um membro evolutivamente conservado da familia de
histonas H2A. Em resposta a quebras de dupla fita, esta histona é rapidamente
fosforilada no residuo Ser139 e Tyr142 da por¢do C-terminal por cinases da familia
PI3KK, como ATM, ATR e outras DNA-PKcs, dando origem a forma y-H2AX
(LOWNDES e TOH 2005; PINTO e FLAUS 2010). Com o objetivo de testar as
diferengas em quebras de dupla fita entre os 3 grupos, utilizamos um anticorpo para o
marcador fosforilado, ou seja, na forma yYH2AX.

No hipocampo, ndo encontramos diferencas relevantemente significantes,
porém préximas ao nivel de significancia considerado (ps-x=0, 897). E importante
ressaltar que esses resultados concordam com os de 80OHdG, que também ¢é um

marcador de dano oxidativo de DNA.
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No cortex entorrinal, encontramos diferengas significativas (Tabela 1)
analisando os trés grupos juntos pela analise bayesiana. Na andlise par a par por meio
das distribuigdes beta, encontramos diferengas relevantes para o grupo DA, que tem
imunoreatividade maior que o grupo normal (ps>n=0,918).

No coértex temporal, encontramos uma discreta diferenca quando comparamos
os 3 grupos (p-value=0,09) pela analise bayesiana. Observando a distribuigdo desse
marcador, verificamos uma diferenca relevante, onde o grupo DA tem maior
imunoreatividade que o grupo normal (ps>n=0,993) e que o grupo asDA
(ps>4=0,963). Até o presente momento, este ¢ o primeiro trabalho que mostra
diferengas de YH2AX em neurdnios de pacientes DA e asDA no cortex entorrinal e
cortex temporal.

Ha apenas dois trabalhos que mostram a marca¢do dey-H2AX na DA. O
primeiro trabalho demonstray-H2AX aumentada em astrocitos de pacientes com a
DA, em relagdo a individuos com envelhecimento normal (MYUNG et al. 2008). O
trabalho mais recente ndo aponta nenhuma diferenga desse marcador em astrocitos e
neurdnios relacionado com a progressao da DA (SIMPSON et al. 2010). Entretanto,
a presenga de danos ao DNA por quebra de simples/dupla fita foi extensivamente
demonstrada aumentada na DA e, inclusive, em asDA (MULLAART et al. 1990;
DRAGUNOW et al. 1995; LASSMANN et al. 1995; LUCASSEN et al. 1997,
ANDERSON et al. 1996; SU et al. 1997; ADAMEC et al. 1999). O primeiro trabalho
foi o de MULLAART et al. (1990), que mostrou no cortex frontal quebras de DNA
duas vezes aumentada em DA. No mesmo ano, DRAGUNOW et al. (1995) e
LASSMANN et al. (1995) demonstraram danos de DNA por quebra de fita (simples

e dupla), através do ensaio ISEL (in situ end labeling), significantemente aumentada
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em DA. ANDERSON et al. (1996) mostraram quebras de DNA por meio da
marcacdo de deoxnucletidil-transferase (TdT-labeling), e observaram um aumento
significativo de quebras de DNA no coértex entorrinal de pacientes DA quando
comparados com controles pareados pela idade. Em 1997, LUCASSEN et al.
demonstraram com a mesma técnica, em hipocampo e em cortex entorrinal, mas ndo
em cortex temporal. SU et al. (1997) demonstraram o aparecimento do dano
oxidativo aumentado e anterior a formag¢do de NFT no cértex visual de pacientes
DA. ADAMEC et AL. (1999) demonstraram por 3 técnicas, ensaios de Tunel,
Klenow e Apostain, a presenca de quebras de dupla e simples fita em hipocampo de
pacientes com Alzheimer e pacientes com NFT ndo dementados. Neste trabalho, os
autores demonstram o incremento de quebras de DNA com a progressao da doenca.
Entretanto, dos trabalhos citados, apenas DRAGUNOW et al. (1995) e LASSMANN
et al. (1995) LUCASSEN et al. (1997) e SU et al. (1997) analisaram neurdnios.
Nestes estudos, ha uma discordancia quanto ao cortex temporal. LUCASSEN et al.
(1997) nao acham nenhuma diferenga e pouca marcacdo neste cortex em DA e
normais. DRAGUNOW et al. ¢ LASSMANN et al. (1995) encontraram tais
diferencas, porém o primeiro trabalho compara apenas 3 pacientes com uma
consideravel variagdo de marcagdo, e sem uma técnica definida de fixagao do tecido.
O segundo trabalho demonstrou uma marcacao de quebras de dupla fita 50 vezes
maior em DA do que em controles, quando analisou 18 pacientes. Nosso trabalho
concorda com estes, indicando um aumento de sinais de quebra de dupla fita nos
cortices.

Alguns autores ponderaram que a presenga de quebras de DNA por danos

oxidativos poderia estar correlacionada com o intervalo post-mortem (PMI — Post-
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mortem interval), porém nenhum dos autores demonstrou claramente esse efeito
(LUCASSEN et al. 1995; DRAGUNOW et al. 1995; ANDERSON et al. 1996;
LUCASSEN et al. 1997). As diferencas dos efeitos no PMI devem aparecer
provavelmente depois de periodos relativamente longos, dependendo da area
estudada. Nao encontramos nenhuma diferenga entre os grupos no PMI, assim como
na idade. Ainda, nossos PMI nao foram superiores a 30 horas, logo destacamos a
possibilidade de interferéncia deste fator nos achados de danos de DNA.

O cérebro apresenta altos niveis de lipidios polinsaturados e, dessa forma, ¢
suscetivel a reacdo em cadeia de radicais livres da peroxidagdo de lipidios
(HALLIWELL 1992). Ha mais de 20 anos evidéncias indicam a possivel
participagdo da peroxidacdao de lipidios na patogénese da DA (SUBBARAO et al.
1990; BALAZS ¢ LEON 1994; PALMER ¢ BURNS 1994; LOVELL et al. 1995).
Esse evento pode ser avaliado por métodos, incluindo a quantificagdo dos produtos
finais de peroxida¢do como MDA (GREILBERGER et al. 2008).

Mais uma vez, nao ha diferengas significativas do dano oxidativos MDA no
hipocampo, por nenhuma analise realizada no presente trabalho.

No cortex entorrinal observamos uma diferenca relevantes na distribuicao dos
escores entre os DA e individuos normais € DA e asDA (ps>nx=0,993; ps-4=0,909).

Nossos resultados demonstraram que apenas no cortex temporal os niveis de
MDA apresentaram diferenca estatisticamente significante, na comparacdo dos trés
grupos, através da estatistica bayesiana. Nessa regido, observamos um
comportamento similar na distribui¢do dos escores entre asDA e individuos com
envelhecimento normal. Pela distribui¢do beta, ha uma clara distingdo entre os

pacientes DA em relag@o aos outros grupos (ps>n=0,999; ps-2=0,979).
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A peroxidagdo lipidica vem sendo demonstrada alterada por meio das
medidas de MDA em tecido cerebral e soro de pacientes com DA (LOVELL et al.
1995; BOURDEL-MARCHASSON et al. 2001; OZCANKAYA e DELIBAS 2002;
AYBEK et al. 2007; MARTIN-ARAGON et al. 2009), assim como em MCI
(KELLER et al. 2005; BALDEIRAS et al. 2008; GREILBERGER et al. 2008;
SEKLER et al. 2008; PADURARIU et al. 2010; TORRES et al. 2011;
VENKATESHAPPA et al. 2012). Corroborando em parte com nossos resultados,
LYRAS et al. (1997) ndo encontraram diferencas na peroxidagdo lipidica em
hipocampo, assim como em cortex superior temporal. Diferente de nossos resultados,
VENKATESHAPPA et al. (2012) analisaram a peroxidagdo lipidica, mensurando o
MDA, em hipocampo, cortex frontal e cerebelo de pacientes DA e observaram
alteracdo da peroxidagdo lipidica no hipocampo.

Conflitando com nossos resultados, recentemente pesquisadores nao mostram
diferengas nos subprodutos da peroxidagao lipidica em hipocampo no grupo asDA
em relacdo ao grupo normal (BRADLEY et al. 2010), assim como ALUISE et al.
(2010) mostraram este mesmo marcador estatisticamente semelhante entre os grupos
no lobo parietal.

Muitas evidéncias apontam o estresse oxidativo na patogénese da DA
(BRADLEY et al. 2012; NUNOMURA et al. 2012; ZHU et al. 2012). Entretanto, a
questdo crucial ¢ se o dano oxidativo contribui diretamente na patogénese. De uma
forma geral, demonstramos aqui que os individuos asDA ndo tém diferengas de
danos oxidativos dos individuos de envelhecimento normal. Mais ainda, ndo
encontramos nenhuma diferenca na evidéncia de dano oxidativo no hipocampo, local

que esperavamos encontrar grandes diferengas relacionadas com a DA, uma vez que
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¢ o sitio inicial da DA (BRAAK e BRAAK 1991). Uma possibilidade a ser explorada
¢ que, durante o envelhecimento, os neurdnios hipocampais de idosos normais e
asDA acumulam tanto dano quanto os pacientes DA, entretanto sdo mais tolerantes a
danos oxidativos e desenvolvem um mecanismo de resiliéncia, no qual mesmo
acumulando danos ndo prejudicam a fun¢do cognitiva, por terem a possibilidade de
criar novas sinapses, uma das bases do conceito conhecido como reserva cognitiva
(STERN 2002, 2006; TUCKER e STERN 2011). Essa teoria estd embasada com os
achados de MECOCCI et al. (1994), que demonstram o aumento de dano de DNA
progredindo com a idade de individuos normais. Essa hipotese pode nos levar a crer
que os insultos oxidativos no hipocampo podem nao estar ligados a etiologia da DA,
uma vez que essa doenga ¢ iniciada no hipocampo, onde, portanto, seriam mais
provavelmente encontrados os danos oxidativos. Entretanto, no cortex nado podemos
afirmar o mesmo. Nossos resultados demonstram que, entre os trés grupos, DA ¢ o
que tem maior quantidade de danos e o grupo que tem maiores diferengas em danos
oxidativos. Dessa forma, podemos afirmar que danos oxidativos sdo uma

caracteristica da presenca de deméncia da doenga de Alzheimer.
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6.2 REPARO DE DNA

ATM ¢ uma proteina cinase membro da familia fosfatidilinositol 3'-quinase
(PI3K)-related kinase da familia (PIKK) que desempenha um papel critico na
manutencdo da integridade do genoma (ABRAHAM 2001; SHILOH 2003). As
fungdes de ATM sdo garantir a integridade gendmica por controle do ciclo celular,
reparo de DNA e programagdo de apoptose em resposta aos danos de DNA
(DERHEIMER e KASTAN 2010; BHATTI et al. 2011). ATM pode ativar proteinas
de reparo como o complexo Rad50-Mrel1-Nsbl, em reposta a quebras de dupla fita.
Quando a maquinaria de reparo estd sobrecarregada ou suprimida, ATM também
pode ativar p53 e Chkl para induzir parada no ciclo celular ou apoptose. Ainda,
ATM ¢ recrutado aos sitios de danos, onde, por um mecanismo de autofosforilacao,
aciona sua atividade de cinase para permitir a fosforilagdo de moléculas como a
histona H2AX (BURMA et al. 2001; BAKKENIST ¢ KASTAN 2003; FRIESNER et
al. 2005; MATSUOKA et al. 2007), estudada no presente trabalho.

As medidas de expressdo relativa mensuradas pela técnica de RT-qPCR nao
revelaram nenhuma diferenga na expressdo dos produtos génicos. Diferente de
nossos resultados, OLIVEIRA (2007) mostrou a diminui¢do dos produtos génicos de
ATM em 12 pacientes com DA.

O produto do gene ATM, medido por imunohistoquimica, de uma forma
geral ndo teve marcagdo forte, diferente do esperado, uma vez que demonstramos
quebra de dupla fita de DNA em todos os grupos. Ainda, a presenca reduzida de
ATM era esperada no grupo Alzheimer, uma vez que danos de DNA em pacientes

tém sido largamente demonstrada na literatura por diferentes técnicas (MULLAART
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et al. 1990; LASSMANN et al. 1995; LUCASSEN et al. 1997; ANDERSON et al.
1996; SU et al. 1997; ADAMEC et al. 1999) e a deficiéncia no reparo de DNA e
biomoléculas era postulada como possivel efeito patogénico da DA (ZHU et al.
2004, 2007).

Nao houve nenhuma diferenga entre os trés grupos no hipocampo, cortex
temporal. No cortex entorrinal, encontramos um evento isolado, que se trata da
probabilidade relevante do grupo normal estar expressando maiores produtos do gene
ATM que o grupo DA (ps>n=0,083).

A presenca de maiores niveis de ATM era esperada para os grupos nao
dementados, uma vez que, em nossa hipdtese inicial, acreditivamos que o
desbalanco de danos em biomoléculas, j4 mostrado relacionado com a clinica DA
nos cortices, estaria relacionado a reparo de DNA. No caso de ATM, estes resultados
sdo conflitantes com essa teoria, aparentando ndo ter nenhuma relagao entre danos de
DNA e a expressao desse gene.

Assim como ATM, um dos seus importantes alvos, o produto génico de
TP53, apresentou uma baixa imunoreatividade. Nao encontramos nenhuma diferenca
entre os grupos na expressao do gene (RT-qPCR) e da proteina (imunohistoquimica)
p53. As medidas de expressdo por imunohistoquimica no hipocampo e cortices
mostraram-se muito semelhantes entre os grupos ¢ dentro dos grupos. Os valores de
intensidade de marcac¢do variaram de negativo a fraco. Diferentemente, DE LA
MONTE et al. (1997) demonstraram aumento da imunoreatividade de p53 no lobo
temporal em pacientes com DA, provavelmente ligado a apoptose, medidos por
leitura densitométrica de western-blots. Entretanto, ndo conseguiram relacionar os

achados de p53 com fragmentacdo de DNA apoptose-like, sendo provavel que
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apoptose nao esteja diretamente envolvida com a expressao de p53 na doenga de
Alzheimer. As diferencas entre o trabalho de DE LA MONTE et al. (1997) e o
presente estudo devem ser fruto das diferentes areas e formas de analise. As imagens
e medidas deste marcador foram realizadas através do equipamento Aperio
ImageScope™ v.10.2.2.2352 ¢ analisadas por meio de um escore, que resulta em
variaveis discretas, o que ndo permite observacdes na variabilidade do marcador.

Ainda assim, analisando o TP53 no hipocampo, por meio da técnica de RT-
gPCR, n3o pudemos detectar uma possivel variacdo entre os grupos, concordando
com nossos resultados da imunohistoquimica para esse produto génico. Mais ainda,
um dos reguladores upstream de p53, ATM, também nd3o foi encontrado
diferencialmente expresso por nenhuma técnica realizada, no hipocampo. Entretanto,
DE LA MONTE e WANDS (2006) mostraram aumento de p53 no cortex frontal em
individuos no estagio Braak 4-5, mas ndo no estagio 6, comparados com individuos
normais, estagio braak 0-1. E possivel que haja uma relagdo intima de p53 e DA.
Alguns trabalhos demonstraram essa ligacdo de p53 com processos
neurodegenerativos (UBERTI et al. 1998; MCGAHAN et al. 1998; CULMSEE et al.
2001; GILMAN et al. 2003; MORRISON et al. 2003) e com a propria DA (UBERTI
et al. 2002, 2006; LANNI et al. 2007, 2008).

E importante ressaltar que ambos os trabalhos de UBERTI et al. (2002, 2006)
e LANNI et al. (2008) ndo demonstram diferencas entre DA e controles quando
analisam p53, mas demonstram um aumento de p53 com conformagdo alterada, por
um mal desdobramento desta proteina (protein misfolding) causado por grandes

quantidades de peptideo a.
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O PARPI1 ¢ uma proteina nuclear de 116 kDa e estd envolvida em diversas
processos celulares e moleculares como deteccdo de danos de DNA, regulacao da
transcricdo, modificacdo da cromatina e regulagio da maquinaria mitética
(CHAITANYA et al. 2010; STROSZNAIJDER et al. 2012). No cérebro, essa proteina
¢ responsavel por mais de 90% das poli (ADP-ribosilagdes) (PIEPER et al. 2000;
AME et al. 2004). Essas fungdes sio desempenhadas pela expressdo nuclear de
PARPI. Nossos resultados apontam uma baixa expressdo nuclear da proteina
PARPI1, que pode estar relacionada a sobrevivéncia celular, uma vez que em altos
niveis nucleares de PARP podem levar a deplecdo de NAD+, subsequentemente
ATP, levando a insuficiéncia energética (KAUPPINEN et al. 2007), translocacdo da
mitocondria para o nucleo do fator indutor de apoptose (apoptosis-inducing factor -
AIF) e subsequente degradacdo de DNA e morte celular ndo mediada pela ativacao
de caspases (YU et al. 2002; KAUPPINEN et al. 2007).

Na comparagdo entre os grupos estudados, ndo mostramos diferengas
relevantes no nicleo neuronal para o produto deste gene.

PARP1 é uma proteina zinc-finger de ligagdo ao DNA que participa de
importantes vias de reparo como BER, quebras de simples e dupla fita
(WOODHOUSE ¢ DIANOV 2008; KRISHNAKUMAR ¢ KRAUS 2010). Em
resposta a danos oxidativos, recruta a maquinaria de reparo catalisando a
transferéncia de ADP-ribose de NAD para por¢des de uma proteina alvo, que pode
ser o a propria proteina PARPI, histonas, ou muitas outras proteinas, como por
exemplo, ATM cinase, p53, topoizomerase 1 / II, GAPDH, e muitos fatores de
transcricdo (KRISHNAKUMAR e KRAUS 2010; STROSZNAJDER et al. 2012).

Dessa forma, a inativagdo da PARP-1 leva a uma aceleracdo do envelhecimento do
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cérebro, a reducdo do tempo de vida e aumento da carcinogénese, ou seja, eventos
relacionados a ciclo celular que ja vém sendo fortemente demonstrados na DA
(NAGY 2000; RAINA et al. 2004; COPANI et al. 2007, 2008; YANG ¢ HERRUP
2007; HERRUP e YANG 2008; BONDA et al. 2010; FRANK e TSAI 2009;
HERNANDEZ-ORTEGA et al. 2011; YUROV et al. 2011). Entretanto, assim como
PARPI, ATM e p53, que sdo alvos deste gene, também nao foram encontrados
diferencialmente expressos, o que corrobora com a hipotese de que a maquinaria de
reparo de DNA nao sofre alteragdes com a DA.

Entretanto, o presente trabalho evidencia uma intensa imunoreatividade do
produto do gene PARP1 expresso no citoplasma, também demonstrada discretamente
no trabalho de LOVE et al. (1999). E importante salientar que nossos dados apontam
um decréscimo da imunoreatividade de PARP1 no grupo de pacientes com a DA e de
individuos normais. Observamos importantes diferengas entre os individuos asDA e
os dois outros grupos, bem evidenciado no hipocampo (ps>4=0,007; pa>x=0,985). No
cortex entorrinalPARP1 continua sendo mais expresso no grupo asDA, porém o
grupo normal encontra-se com uma expressdo semelhante a este, fazendo com que
haja grande disparidade entre esses dois grupos e o grupo DA, que se mostra com
uma baixa expressao (ps>a=0,018; ps-x=0,026). No cortex temporal, os individuos
normais passam a ter maior expressao do que os grupos DA e asDA, que nao exibem
diferencas relevantes entre si (pa>n=0,098; ps-x=0,050).

Assim como em nossos resultados, COOKSON et al. (1999) também
demonstraram uma marcagdo proeminente de PARPI no citoplasma neuronal em
tecido post mortem de trés individuos neurologicamente saudaveis, indicando que

PARP1 deve participar de uma via ndo candnica com uma atividade na célula
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diferente da atividade desempenhada no niicleo, reparo de DNA. E importante notar
que alguns estudos apresentaram evidéncias para a presenca de PARP1 em
mitocondrias (SCOVASSI 2004; LAI et al. 2008; ROSSI et al. 2009). Sabe-se que
PARPI tem uma grande influéncia no metabolismo energético da célula por fazer
uso de NAD+ como seu substrato ou ainda por regulacdo epigenética dos genes
mitocondriais (LAPUCCI et al. 2011), e qualquer alteragdo em PARP1 pode levar ao
prejuizo do metabolismo energético da célula (LAI et al. 2008). Tal fato explica
nossos achados no cortex, mas nao no hipocampo.

Em 2000 e 2005, um grupo de pesquisa israelita publicou a ativacdo de
PARPI na auséncia de danos de DNA e ap6s padrdes de sinalizagdo externa mediada
por fosfolipases C (HOMBURG et al. 2000; VISOCHEK et al. 2005). Em 2007, o
mesmo grupo demonstrou que a rapida ativacdo de PARP1 era mediada por ERK2,
que opera dentro da via de sinalizacdo ERK, mediando crescimento e diferenciacdo
celular (COHEN-ARMON et al. 2007). Ainda, o mesmo trabalho demonstra a via
ERK aumentando a expressdo do gene c-fos, relacionado com a formagdo de
memoria (SNG et al. 2004; FARIOLI-VECCHIOLI et al. 2008; ALBERINI 2009).
Ainda, j& foi demonstrada a relagdo de PARP1 com atividades como plasticidade
sinaptica, memoria, ¢ envelhecimento (CHIARUGI e MOSKOWITZ 2003; SUNG e
AMBRON 2004; BURKLE et al. 2005; HERNANDEZ et al. 2009; FONTAN-
LOZANO et al. 2010). HERNANDEZ et al. (2009) demonstraram que a ativagdo de
PARPI ¢ necessaria para a formagdo de memoéria em Aplysia. Similarmente,
FONTAN-LOZANO et al. (2010) demonstraram que a ativagio de PARPI ¢
necessaria para reconhecimento de objetos e no condicionamento do medo em

camundongos.
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Ainda, outras proteinas envolvolvidas com memoria e plasticidade sinaptica
estdo envolvidas com PARPI1. A caspase 3 ¢ uma importante proteina na morte
celular programada em neurdnios (TROY e SALVESEN 2002), mas também
desempenha outras atividades como controle de processos biologicos, como
plasticidade sinaptica, migracdo e diferenciagdo (KUDRYASHOV et al. 2001, 2002;
GULYAEVA et al. 2003). PARP1 ¢ um dos substratos conhecidos da caspase 3.
Quando PARP1 ¢ clivado, resultam dois fragmentos, um com o dominio N-terminal
de ligagdo de DNA, com 24kDa; e um segundo com o dominio catalitico C-terminal,
com 89kDa. A clivagem de PARPI ja foi estabelecida como um dos principais
indicios de apoptose, porém nao € um evento necessario para a apoptose (WANG et
al. 1997, DE MURCIA et al. 1997) e a relevancia funcional neste processo ¢
desconhecida. Entretanto, CHENG ¢ ZOCHODNE (2003) demonstram a auséncia de
sinais de apoptose ¢ o aumento de PARPI1 e caspase 3 no citoplasma neuronal de
camundongos com polineuropatia pela inducao de diabete por estreptozotocina, que
também tem sido utilizado para induzir modelos animais de DA. Ainda, YUNG e
SATOH (2001) demonstraram que o fragmento de 24kDa formado a partir da
clivagem de PARP1 pela caspase 3, desempenha o mesmo papel nuclear de proteina
inteira (116kDa - full-lenght) no reparo de danos, porém de forma mais lenta,
competindo com a proteina full-lenght pelos focis de danos de DNA e, dessa forma,
economizando substrato, e em ultima analise ATP.

E importante relatar que o anticorpo utilizado no presente trabalho ¢ capaz de
detectar a proteina completa de 116 kDa, assim como o produto da clivagem

de89kDa, que apresenta o dominio catalitico. Este dominio tem uma reduzida
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atividade de ligacdo de DNA e ¢ liberado do nucleo para o citoplasma, o que também
pode explicar a proeminente marcagao citoplasmatica em nossos resultados.

Em ultima andlise, estariamos observando dois eventos importantes na
tentativa de entendimento da possivel fungdo de PARPI no hipocampo dos
individuos asDA. A atividade aumentada de PARP1 no citoplasma deste grupo pode
estar ligada ndo apenas a eventos de reparo, mas de plasticidade sinaptica e memoria
pela interacdo com outras proteinas da via ERK, c-fos e caspase 3 no citoplasma de
neurdnios hipocampais (SNG et al. 2004; COHEN-ARMON et al. 2007; FARIOLI-
VECCHIOLI et al. 2008; ALBERINI 2009); assim como a sobrevivéncia neuronal
pela deteccdo do dominio catalitico 89kDa e a prevencdo da insuficiéncia do
metabolismo energético e morte por AIF. Assim, esse painel ratifica nossos
resultados que demonstram os individuos asDA expressando maiores niveis dessa
proteina no citoplasma neuronal no hipocampo.

O produto do gene PTEN ¢, geralmente, uma proteina citoplasmatica que tem
como principal fungdo celular antagonizar a via de PI3K. PI3K gera
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, que ¢ crucial para a ativacdo da via AKT,
mediadora de sobrevivéncia celular e pela ativacdo de substratos como GSK3f3
(BRAZIL e HEMMINGS 2001).

Alguns estudos vém demonstrando diferencas entre pacientes DA e
individuos normais. GRIFFIN et al. (2005) foram dos primeiros autores a
demonstrar diferengas desta proteina em cérebro de pacientes com DA. Esses autores
demonstraram um decréscimo de imunoreatividade no ntcleo de neurdnios
hipocampais e do cortex entorrinal e um aumento discreto em dendritos apicais de

neurdnios piramidais da regido CAl. Da mesma forma, SONODA et al. (2010)
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observramu um decréscimo de marcagdo citoplasmatica em cérebros de pacientes
com Alzheimer, em relagdo a marcacdo em cérebros de individuos com
envelhecimento normal. Entretanto, outros autores ndo acharam nenhuma diferenca
na imunoreatividade nuclear no cértex temporal entre os pacientes DA e individuos
normais (RICKLE et al. 2006). Diferindo destes trabalhos, demonstramos a
expressdo de PTEN no nucleo neuronal em hipocampo e os dois cortices estudados.
Nao observamos diferengas da expressdo nuclear entre os grupos no hipocampo. Nos
cortices entorrinal e temporal encontramos diferencgas relevantes entre os pacientes
com DA, em relagdo aos outros grupos, com exce¢do da comparagdo DA versus
asDA, que tem uma probabilidade de diferenca bem proxima ao threshold
estabelecido (ps>a=0,873).

Estudos sobre a localizagdo de PTEN utilizando imunohistoquimica relataram
sua presenca no citoplasma; entretanto, esses estudos tinham como foco a proteina
hiperexpressa ou em tecidos ou linhagens celulares tumorigénicas (FURNARI et al.
1997; LI e SUN 1997; WHANG et al. 1998). Subsequentemente, varios trabalhos
demonstraram a presenca de PTEN no nucleo de neurdnios e células endoteliais
(SANO et al. 1999), células mioepiteliais de dutos mamarios (PERREN et al. 1999) e
células normais da tireoide (GIMM et al. 2000). Em células neuronais o padrio de
distribuicdo de PTEN tem sido mostrada em ambas as localizag¢des celulares: nuclear
e citoplasmatica (SANO et al. 1999; LACHYANKAR et al. 2000). Nossos resultados
mostram marcagdo nuclear em todos os grupos, DA; asDA e individuos normais
(Figura 22).

No nucleo, a atividade lipidio fosfatase que regula a fosforilagdo de AKT ¢ a

expressdo de p27 ¢ diminuida, como demonstrado em células que expressam PTEN
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com uma mutacao que leva retencdo da proteina no nicleo (CHUNG e ENG 2005).
Entretanto, a atividade catalitica nuclear de PTEN ¢ capaz de regular negativamente
AKT nuclear, que, quando em atividade, ¢ capaz de inativar FOXO3a ¢ acelerar a
progressdao tumoral (TROTMAN et al. 2006, 2007). A atividade lipidio-fosfatase
parece ndo ser desempenhada por PTEN nuclear, porém a exportagdo da proteina
para o citoplasma depende da via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR, num sistema de
feedback negativo (LIU et al. 2007), sendo, dessa forma, controlado pelos niveis de
fosforilagdo de AKT. Se os niveis de fosforilagio de AKT aumentam, PTEN ¢
exportado para o citoplasma, inibindo a formagao de PIP3 e, dessa forma, inibindo as
vias a jusantes (downstream). Se AKT nao ¢é fosforilado, GSK3B se mantém na
forma ativa (TOWNSEND et al. 2007) e ¢ descrito como responsavel por eventos
ligados a patologia de DA como a hiperfosforilagio de Tau (LOVESTONE e
REYNOLDS 1997; GAO et al. 2011). A partir de camundongos transgénicos
desenvolvidos para hiperexpressar GSK3B (AVILA et al. 2010), foram
desenvolvidos knockout para tau com o intuito de testar o papel de GSK3f no
metabolismo de tau. O resultado indicou que o efeito toxico da superexpressao de
GSK3p ¢ mais suave e mais lento, na auséncia de Tau (GOMEZ DE BARREDA et
al. 2010). Assim, ¢ possivel que o efeito do aumento de PTEN nuclear em asDA e
DA observado nos nossos resultados seja um efeito protetor da patologia da doenga,
como ja constatado anteriormente em pesquisas que relacionam o aumento da
atividade em neurdnios do hipocampo de pacientes DA (GRIFFIN et al. 2005;
RICKLE et al. 2006) e diminuicdo de PTEN citoplasmatico (GRIFFIN et al. 2005;

KERR et al. 2006; SONODA et al. 2010).
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Ainda, PTEN nuclear ¢ capaz de regular a fosforilagdo de MAPK e os niveis
de ciclina D1; mutantes que ndo expressam PTEN nuclear ndo sdo capazes de
estabelecer esse controle. A inibicao de ciclina D1 por PTEN leva a retencao do ciclo
celular em G0-G1. Nossos resultados demonstram uma expressao constitutiva dessa
proteina em todos os grupos (Figura 23), o que possivelmente seja resultado da
observacao de neurdnios quiescentes. Entretanto, os maiores valores de expressao de
PTEN nuclear ocorrem em pacientes DA. No hipocampo, a expressao de PTEN em
pacientes DA e asDA é homogénea, como mostra o grafico de distribuicao (Figura
30). Dessa forma, acreditamos que esta funcdo de PTEN de interagir com ciclina D1
pode estar regulando o ciclo celular das células em todos os grupos, porém nao deve
estar diretamente relacionada com a patogénese da DA, sendo provavel a relagdo
desta proteina com eventos ligados a estresse oxidativo e manuten¢do da estabilidade
gendmica, como ja descrito anteriormente (TANG e ENG 2006; SHEN et al. 2007,
CHENG et al. 2008).

Sob estresse oxidativo, PTEN se acumula no nticleo, podendo se ligar a pS3 e
amplificar as suas fungdes, dessa forma indicando que a atividade lipidio-fosfatase
na presenca de p53 ¢ dispensavel (FREEMAN et al. 2003; TANG e ENG 2006,
CHENG et al. 2008). Esse fato corrobora com a auséncia da atividade lipidio-
fosfatase nas fun¢des desempenhadas por PTEN no nucleo, e pode estar relacionado
com nossos achados nos cortices. Entretanto, nossos resultados ndo demonstram
nenhuma diferenca por nenhuma técnica ou método de andlise ou qualquer
modificacdo na expressdao de p53, onde observamos todos os grupos com variagdes
minimas na expressao desse supressor de tumor. Porém esta claro que a proteina p53

tem uma meia-vida curta e seus niveis podem ser controlados por inibicdo de
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degradacao, o que pode dificultar a observagao dessa proteina. Ainda a atividade
nucleica de PTEN amplifica a fungdo de p53 no nucleo (CHENG et al. 2008),
podendo entdo abrandar a expressdo desta preteina sem prejuizo na fungao.

O produto do gene RB (Retinoblastoma) ¢ um gene supressor de tumor que
tem um papel central no controle do ciclo celular (WEINBERG 1995). Na forma
fosforilada, ¢ um regulador negativo da progressdo de ciclo celular. Na forma
hiperfosforilada se desliga do complexo E2F1 o qual ird ativar genes necessarios a
progressdo para a fase S (ANGUS e NEVINS 2012). Nossos resultados demonstram
uma baixa expressdo desse gene nos trés grupos analisados, porém apresentando
positividade. Esse resultado pode ser evidenciado nos resultados de RT-qPCR, onde
demonstramos valores baixos de expressdo relativa. Ainda, ndo observamos
nenhuma diferenga entre os grupos, em nenhum tecido analisado, na andlise dos
escores, evidenciado pelo FBST, assim como nenhuma diferenga relevante na
distribuicdo dos escores, evidenciados pelas distribuicdes beta. Uma vez que estamos
analisando a proteina RB ndo fosforilada, ¢ possivel que os niveis basais da proteina
sejam decorrentes da presenca de RB ligada ao fator de transcrigdo E2F1, inibindo a
progressdo do ciclo celular nesses neuronios, que claramente ocorre em células
quiescentes normais. Além da fungdo de retengdo do ciclo celular em GO-G1, Rb tem
sido indicada a participar de outras fungdes celulares. O envolvimento de Rb na
apoptose induzida por reentrada no ciclo celular (CLARKE et al. 1992; LEE et al.
1994; JACKS et al. 1992 YU et al. 2009, 2012), migracdo (CLARKE et al. 1992;
FERGUSON et al. 2005), diferenciacdo (LEE et al. 1992, 1994; CHEN et al. 2007) e
plasticidade de células precursoras (JORI et al. 2004). Além disso, Rb na forma

fosforilada e ligado ao fator de transcri¢do E2F1, desempenha um papel fundamental
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na parada do ciclo celular induzida por danos ao DNA, na regulagao da transcri¢ao
de fatores envolvidos no reparo de DNA (HARRINGTON et al. 1998; BOSCO et al.
2004; INOUE et al. 2007). Como ja demonstramos, a presenca de danos ao DNA foi
encontrada em todos os trés grupos no presente trabalho. Era esperado que
encontrassemos maiores respostas a danos de DNA e ainda com impedimento da
progressdo do ciclo celular em individuos normais, como o demonstrado pelo
presente trabalho, em todos os sitios analisados. Intrigantemente, esperavamos
também uma maior resposta destes danos e no ciclo celular em individuos com a
auséncia de sintomas clinicos — os asDA. Estes resultados podem estar demonstrando
uma pouca influéncia de Rb nos danos de biomoléculas e no reparo de DNA na
patogénese da DA.

Nenhum dos supressores de tumor foi encontrado diferencialmente expresso
no hipocampo de paciente DA, asDA e individuos normais. E possivel que a
expressdo destes marcadores esteja mascarada, uma vez que utilizamos para a
extragdo do RNA espécimes de cérebro onde ndo pudemos separar os grupos
celulares. Uma vez que CNS tem diferentes tipos de células que respondem
diferentemente a mudangas no microambiente, o perfil expressdo de uma fragdo do
cérebro pode ndo expor a expressiao de um grupo celular e assim pode nao distinguir
padroes de expressdo (CAHOY et al. 2008; ZIU et al. 2011).

Um consideravel numero de evidéncias sugere um acumulo de dano
oxidativo de DNA, proteinas e lipidios, entretanto ndo se tem claro o quanto o dano ¢é
0 evento primdrio ou secundario da patogénese da neurodegeneragdo. Neste trabalho,
mostramos a presenga de danos de DNA em todos os grupos analisados,

possivelmente inerentes ao proprio envelhecimento (MECOCCI et al. 1994).
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Importantemente, ndao achamos nenhuma alteracdo dos marcadores de dano de
biomoléculas e produtos génicos relacionados a reparo de DNA no hipocampo, que ¢
local de inicio da neuropatologia de Alzheimer. E possivel que, neste sitio, os danos
de DNA sejam compensados por outros mecanismos nao relacionados com reparo de
DNA.

Diferentemente, no cortex, mostramos que o grupo DA ¢é mais acometido por
danos de biomoléculas e que este grupo difere amplamente dos demais grupos, asDA
e normal. Nao encontramos nenhuma diferenga entre os grupos nao dementados
(asDA e normal), sendo possivel que danos de DNA no cortex sejam um fator
preponderante para o disparo dos déficits cognitivos da doenga de Alzheimer.
Diferente de nossa teoria inicial, ndo encontramos nenhum produto génico de
supressores de tumor, ou seja, sinalizadores e efetores de reparo de DNA alterado em
nenhum grupo ou localiza¢do, com a exce¢do de PTEN, que pode estar envolvido na
sinalizacdo de danos no cortex. Entretanto, esse achado precisa ser melhor
investigado, uma vez que PTEN foi encontrado fora da localizagdo em que
desempenha suas atividades, o citoplasma celular. Dessa forma, concluimos que
reparo de DNA ndo estd ligado nem a patologia, nem a clinica da doenga de

Alzheimer.
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7 CONCLUSAO

Nao existe uma associacdo entre a presenga de estresse oxidativo, através da
analise de danos a biomoléculas, e atividade de genes supressores de tumor
relacionados a danos em biomoléculas, em tecido post-mortem de individuos com a
doenca de Alzheimer e individuos idosos normais.

Nao existe uma associacdo entre a presenga de estresse oxidativo, através da
analise de danos a biomoléculas, e atividade de genes supressores de tumor
relacionados a danos em biomoléculas, em tecido post-mortem de grupos de
individuos idosos com os achados patologicos da DA, diferenciados pela presenca ou
auséncia da clinica.

No entanto, postulamos que os niveis de danos oxidativos sejam

preponderantes para o disparo da deméncia.
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