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RESUMO

OLIVEIRA, L. H. G. 2020. 68f. AVALIA(;AO DO GENE CASS4 NA BUSCA DE
BIOMARCADORES DE DIAGNOSTICO DA VIA INFLAMATORIA DA DOENCA DE
ALZHEIMER. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de Poés-

Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

As deméncias sdo um grupo que contempla patologias neurodegenerativas, levando
a degradacédo dos neurdnios de forma irreversivel, gerando perda progressiva de
cognicdo e capacidade de associacdo de memdrias, onde, com o avanco deste
processo, é gerada dependéncia com desgaste psicolégico imenso, a familia. A
doenca de Alzheimer esporadica (DAE) é a forma mais comum dentre as patologias
neurodegenerativas, onde a etiologia da doenca ainda néo foi totalmenteesclarecida.
A identificacdo de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) associados a esta
doenca tem sido uma estratégia utilizada na tentativa de elucidar as vias bioquimicas
gue ocasionam tal doenca. Estas varidveis podem ser uteis no futuro como
biomarcadores de diagnéstico. O presente trabalho, analisou o polimorfismo rs911159
CASS4, onde o alelo A, foi implicado ao risco de declinio cognitivo em pacientes de
uma populacédo asiatica. O gene CASS4 codifica uma proteina envolvida com a via
inflamatoria que pode estar relacionada com a DAE.A fim de se verificar o efeito desta
variante na populacdo de pacientes de Vitéria-ES, foi conduzido um estudo de
associacdo caso: controle, onde os gendétipos dos participantes da pesquisa, foram
obtidos pela técnica de PCR-RFLP. A pesquisa foi conduzida com 74 pacientes com
diagnésticoprovavel de DAE e 69 individuos saudaveis. Os resultados da presente
pesquisa sugerem que o gendtipo GA do SNP rs9111959 do gene CASS4 atua como
fator de protecdo contra a DAE em pacientes do ES. O genétipo AA ndo foi encontrado
na amostra analisada, provavelmente, devido ao pequeno numero amostral. Este
resultado é de suma importancia, devido a escasses de estudos de associagcdo
genética com este polimorfismo e devido a necessidade da busca de biomarcadores

para a doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; gene CASS4; Biomarcadores de diagndstico.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L. H. G. 2020. 68f. EVALUATION OF THE CASS4 GENE IN THE
SEARCH FOR DIAGNOSTIC BIOMARKERS OF THE INFLAMMATORY ROUTE OF
ALZHEIMER'S DISEASE. Dissertation (Master in Biotechnology) - Graduate Program
in Biotechnology, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Dementias are a group that contemplates neurodegenerative pathologies, leading to
neuronal degradation irreversibly, generating progressive loss of cognition and ability
to associate memories, where, with the progress of this process, dependence is
generated with immense psychological wear and tear on the family. Sporadic
Alzheimer's disease (AED) is the most common form among neurodegenerative
pathologies, where the etiology of the disease has not yet been fully clarified. The
identification of single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with this disease
has been a strategy used in an attempt to elucidate the biochemical pathways that
cause this disease. These variables may be useful in the future as diagnostic
biomarkers. The present study analyzed the rs911159 CASS4 polymorphism, where
the A allele, was implicated in the risk of cognitive decline in patients from an Asian
population. The CASS4 gene encodes a protein involved with the inflammatory
pathway that may be related to AED. In order to verify the effect of this variant on the
population of patients in Vitéria-ES, a case: control association study was conducted,
where the genotypes of the research participants were obtained by the PCR-RFLP
technique. The research was conducted with 74 patients with a probable diagnosis of
AED and 69 healthy individuals. The results of this research suggest that the GA
genotype of SNP rs9111959 of the CASS4 gene acts as a protective factor against
AED in ES patients. The AA genotype was not found in the sample analyzed, probably
due to the small sample size. This result is of paramount importance, due to scarcity
of studies of genetic association with this polymorphism and due to the need to search

for biomarkers for Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer's disease; geneCASS4; Diagnostic biomarkers.
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1. INTRODUCAO

E notavel, que nas Ultimas décadas houve um crescimento populacional,
associado a um aumento da expectativa de vida da populacdo em geral (BURLA;
CAMARANO, 2010). Isto ocorreu, gracas ao avanco cientifico e melhora nas politicas
publicas de acesso a salde ocorrida nas Ultimas décadas (BURLA; CAMARANO,
2010).

O envelhecimento da populacdo é um fenémeno mundial (CARVALHO;
COUTINHO, 2002). No Brasil, as pessoas com 60 anos ou mais representavam 5%
da populacdo geral em 1940 (CARVALHO; COUTINHO, 2002). Segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2000 cerca de 8,6% da populacéo
era idosa. A organizacdo mundial de saude (OMS) estimou no ano de 2010, que a
faixa etaria dos 60 anos ou mais, correspondiam a cerca de 754,6 milhdes de
individuos, e as estimativas sdo de que em 2025, 1,2 bilh6es de pessoas estejam
nesta faixa etaria, e em 2050, esta populacdo correspondera a 22% do total mundial
(BURLA; CAMARANO, 2010; CUSTODIO et al., 2017; GUTIERREZ et al., 2014).

Em menos de 40 anos, houve no Brasil, um aumento da expectativa de vida,
sendo observada maior incidéncia e prevaléncia de doencas cronico-degenerativas
(VERAS; SAO; XAVIER, 2009; GUTIERREZ et al., 2014).

As deméncias integram um grupo que contempla patologias
neurodegenerativas, levando a degradacdo dos neurbnios de forma irreversivel
(SANTOS et al., 2016), gerando incapacidade de Julgamento e aprendizagem, perda
de cognicdo e orientacdo, além da capacidade de associacdo de memorias, a
depender do grau de progressdo destas patologias (CACACE; SLEEGERS;
BROECHOVEN, 2016; SANTOS et al.,, 2016). Com o avanco deste processo, é
gerada uma dependéncia de familiares ou cuidadores, aumentando despesas
financeiras e ocasionando um desgaste psicologico, a familia e a envolvidos
(CARLOS; PEREIRA, 2015; SANTOS et al., 2016).

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais comum dentre as patologias

neurodegenerativas, (PIMENOVA et al, 2018). Tal doenca pode ser classificada em
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maior ou menor grau, existindo portadores em estado inicial com baixo ou nenhum
comprometimento significativo da memdria e das habilidades fisicas, motoras e
intelectuais, enquanto outros em um estado mais tardio, apresentam quadro
demencial, ndo respondendo por si, e apresentando momentos de descontrole
(SANTOS et al., 2016; VIDOR et al., 2019). Tal doenca representa cerca de 60% a
80% dos casos de deméncia em todo o mundo (THOMAS & FENECH, 2007; VIDOR
et al., 2019).

A Doenca de Azheimer de inicio tardio ou doenca de Alzheimer Esporadica
(LOAD - Late Onset Alzheimer’s Disease ou DAE) manifesta-se apds os 65 anos de
idade, e est4d se tornando cada vez mais prevalente em todo o mundo. Suas
determinantes genéticas ou ambientais, ainda ndo foram totalmente esclarecidas
(MORRIS, ET AL., 2014; ROSENTHAL & KAMBOH, 2014). Até o momento, henhum
tratamento efetivo foi desenvolvido para essa doenca (HICKMAN; FAUSTIN;
WISNIEWSKI, 2016; CARLOS & PEREIRA, 2015).

Histologicamente, a doenca de Alzheimer é caracterizada pela agregacéo de
peptidios B-amiloide extracelularmente e depdsitos intracelulares de proteina TAU
hiperfosforilada, ocasionando reducéo e disfuncao sinaptica com consequente morte
do neurébnio, grande atrofia cerebral, estresse oxidativo, neuroinflamacéo, distarbios
na reentrada do ciclo celular, metabolismo anormal do colesterol e alteracdes
vasculares (BECK, NICOLAS, KOPP, & GOLEMIS, 2014; CALSOLARO & EDISON,
2016; KARCH & GOATE, 2015; PIMENOVA, RAJ, & GOATE, 2018). Dada a
complexidade dos processos patoldgicos intrinsecos a esta doenca, torna-se dificil o
diagnoéstico precoce, aumentando os custos e dificuldades com estes individuos
acometidos por DA (I et al., 2016).

Estudos de associagdo ampla do genoma (Genome Wide Association Study -
GWAS) tém sido realizados em pacientes afetados pela doenca e controles néo
acometidos por esta patologia, a partir de tecnologias de analises genéticas, onde sao
feitas comparacbes, dos polimorfismos encontrados em cada grupo amostral
(Pacientes e Controles saudaveis), a fim de se relacionar variantes genéticas a
chances de risco de desenvolvimento de DA (KUNKLE et al., 2019;0LAZAR, 2013).

Habitualmente, séo utilizados polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide
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polymorphism - SNPs), que possibilitam a associacdo destes polimorfismos com

agentes responsaveis pela origem de algumas doencas (OLAZAR, 2013).

Com as dificuldades no diagnostico da DAE, e a auséncia de tratamentos
efetivos, os estudos com biomarcadores genéticos vém se tornando uma pratica de
grande auxilio para a deteccao de variantes associadas ao risco de desenvolvimento
ou protecdo ao Alzheimer (FRIDMAN ET AL., 2004; SMITH, 2017; KHAN, T. K.,
2018;). Até o momento, a principal associa¢ao de risco genético a DAE, foi atribuida
a variantes em APOE. A isoforma ¢4, est4 associada ao risco de DA com Odds ratio
de 3 e 12 em heterozigotos e homozigotos, respectivamente. No entanto, o alelo €3 e
€2 associam-se a protecdo contra DA (FRIDMAN ET AL., 2004; LANE, HARDY, &
SCHOTT, 2017).

Nos ultimos anos, esforcos tém sido realizados para identificar outros SNPs
associados a DAE, e polimorfismos no gene CASS4 foram associados ao risco de
desenvolvimento de Alzheimer e em alguns casos, a diminuicdo do risco ou
associacao com efeitos mais brandos desta doenca (BEECHAM et al., 2014; HAROLD
et al., 2009; KUNKLE, et al., 2019; LAMBERT et al., 2009). Um estudo realizado com
pacientes de Taiwan identificou associagéo positiva do polimorfismo rs911159 CASS4
com DAE (LIN et al., 2017). Devido as variacdes genéticas populacionais serem
grandes, estes estudos carecem de ser confirmados em outras populacoes,
sustentando a importancia desta ferramenta biotecnoldgica, possibilitando que em um
futuro ndo tdo distante, exames genéticos, possam se tornar uma rotina médica,

auxiliando na deteccéo e tratamento de doencas.

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo analisar a associacdo do
polimorfismo rs911159 CASS4 em um estudo de associagdo caso: controle em
pacientes da grande Vitoria-ES, com objetivo de, no futuro, estes resultados serem

Uteis na selecéo de biomarcadores de diagnéstico para a DAE.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico

O termo deméncia é muito antigo, e é derivado da palavra Latina demens, que
significa sem mente(CIPRIANI, Gabriele et al., 2011; YANG et al., 2016). Tal palavra
adquiriu uma conotacdo médica no inicio do século XVIII, mas a condicéo de declinio
cognitivo relacionado a idade,ja era citada, na antiga Grécia (YANG et al., 2016), onde,
desde muito cedo, estudiosos como Pitdgoras, Solon, Hipéridos, Isocrates, Hipocrates
e Platdo (428-347 aC), (460-370 aC) ja faziam referéncia a debilidade relacionada a
pessoas de idade avancada (PAPAVRAMIDOU, 2018), admitindo que a deméncia era

fundamentalmente ocasionada pela velhice (YANG et al., 2016).

MarcusTullius Cicero (106-43 aC), filésofo, politico e jurista em Roma,
descordava deste pensamento e associava a deméncia a pessoas com pouca forca
de vontade, ndo sendo entdo uma consequéncia inevitavel da idade (CICERO,
1923). Pitagoras, médico grego do século VIl a.C, criou uma divisdo do ciclo de vida
comecando aos 7, 21, 49, 63 e 81 anos de idade, onde estes dois ultimos foram
designados como o Senium, ou “velhice”, periodo caracterizado pela regressao e
decadéncia das capacidades mentais (N. C.; C. W., 1998; YANG et al., 2016).

Inimeras terminologias foram aplicadas a deméncia ao longo do passado,
como “estupidez”, “letargia” e “insensibilidade” (N. C.; C. W., 1998). No século XVIlII,
o termo deméncia ainda causava alguma certa confusédo, descrevendo um estado
de déficit intelectual adquirido, em qualquer idade e causa, podendo ser atribuida a
um jovem que tenha sido acometido por graves ferimentos na cabeca(CIPRIANI, G.;
DANTI; CARLESI, 2016; YANG et al., 2016).

Philippe Pinel (1745-1826) famoso médico francés, com a ajuda de seu
assistente, Jean EtienneEsquirol (1772-1840), classificou a deméncia senil, e esta
comecou a ser diferenciada de outras desordens, sendo estabelecida em uma nova
categoria de doenca (CIPRIANI et al., 2011). Criou-se entdo, grupos de disfuncdes
mentais: melancolia, mania, deméncia e retardo mental (CIPRIANI et al., 2011).

Esquirol introduziu uma observagéo clinica sistematica, identificando novas

categorias e subtipos de transtornos mentais, estabelecendo uma base para a
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classificagdo moderna da doenca mental, distinguindo deméncia e amentia (ou
idiotice) cuja a primeira, refere-se a perda das faculdades mentais em detrimento de
uma patologia (CIPRIANI, Gabriele et al., 2011).

Alguns pesquisadores contribuiram fortemente para a caracterizacao
etiolégica deste complexo de doencasatravés das manifestacdes clinicas e
patologias cerebraisassociadas(CIPRIANI, G.; DANTI; CARLESI, 2016).

A deméncia € uma das principais causas de sofrimento e incapacidade em
idosos com sintomas neuropsiquiatricos co-maorbidos, como agitacdo, desorientacdo
espacial, apatia, delirios e comportamentos incomuns, sindromes de identificacéo
incorretae comportamento semelhante a sociopatia (CIPRIANI, G.; DANTI; CARLESI,
2016).

Dentre os pesquisadores das sindromes demenciais, destacamos Aloysius
Alzheimer, que nasceu em Marktbriet, Alemanha, em 14 de junho de 1864 (THOMAS,;
FENECK, 2007). Este, dedicou-se as atividades de pesquisa, graduando-se médico
psiquiatra na Universidade de Berlin (LEIBING, 1998; YANG et al., 2016).

De 1888 a 1903, Alzheimer trabalhou como residente médico e depois como
meédico sénior no asilo mental municipal em Frankfurt, onde ele forjou sua amizade
com Franz Nissl, que desenvolveu técnicas de coloracfes histopatoldgicas do tecido
nervoso, permitindo o estudo histolégico de varios distlrbios neurodegenerativos
(THOMAS; FENECK, 2007).

Em 3 de Novembro de 1906, durante uma palestra na 372 Conferéncia de

Psiquiatras do Sudoeste Alemao em Tubingen, ele apresentou o trabalho intitulado

1113 ”n

Einen eigenartigen schweren Erkrankung prozess der Hirnrinde™ descrevendo as
caracteristicas clinicas e neuropatoldgicas da paciente Auguste D (Deter), que morreu
em Frankfurt em 8 de abril de 1906, com 56 anos de idade (GOEDERT; GHETTI,
2007). Os sintomas demenciais da paciente Auguste Deter, manifestaram-se aos 51
anos, e por cerca de oito meses ela vinha desenvolvendo mudancas progressivas em
sua personalidade (CASTELLANI; ROLSTON; SMITH, 2010). Surgiram ideias de
inveja para com o marido, uma fraqueza de memoaria que se agravou rapidamente,

falta de interesses anteriores e acentuada deterioragdo psicossocial, sintomas
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psicoticose descontrole (CIPRIANI, Gabriele et al., 2011; GOEDERT; GHETTI, 2007;
YANG et al., 2016).

Em 8 de abril de 1906, a paciente veio a 6bito, em decorréncia de uma
septicemia, tendo seu Cérebro sido encaminhado para autépsia, revelando uma
atrofia difusa de todo o cérebro além de mudancas caracteristicas em suas estruturas
internas (YANG et al., 2016). Por meio técnicas de coloracdo a base de Prata,
Alzheimer analisou e identificou agregacgodes de fibrilas (emaranhados neurofibrilares)
e 0 que ele chamou de ‘focos miliares' (placas amildides) no coértex cerebral,
caracterizando como Deméncia Senil, onde a figura 1 descreve a patologia

encontrada na paciente, por Alzheimer (YANG et al., 2016).

?\
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Figura 1: Desenhos de preparac¢fes histolégicas do material de Auguste D, através de coloracdo de
Prata, demonstrando emaranhados, e seus estagios, do artigo de Alzheimer - (A) Inicio da doenga; (B)
estagio avancado; e (C) estado terminal da doenca. Adaptado de (ENGELHARDT; DA MOTA GOMES,
2015).
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Apesar de tais alteracdes ja haverem sido observadas em outros cérebros post-
mortem, Alzheimer foi o primeiro a relaciona-las a deméncia de seu paciente
(LEIBING, 1998). A idade jovem, a rapida progressdao da Doenca, o perfil
neuropatolégico e a gravidade das lesdes, nao permitiram uma caracterizacdo mais
precisa da doenca, na época (LEIBING, 1998; YANG et al., 2016).

Emil Kraepelin (1856-1926), diretor da Royal Psychiatric Clinic em Munique,
tentava relacionar anormalidades estruturais no cérebro as sindromes demenciais dos
pacientes (THOMAS; FENECH, 2007). Ele cunhou o termo doenca de Alzheimer ao
inclui-lo na edicdo de 1910 (82 edicéo) de seu famoso livro sobre Psiquiatria Clinica
descrevendo uma forma particularmente grave de deméncia senil com inicio precoce
da doenca de Alzheimer (THOMAS; FENECH, 2007).
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A Doenca de Alzheimer € a forma mais comum de deméncia, de inicio insidioso,
que leva a danos cerebrais progressivos com consequente perda de cognicdo e
memoria, incapacidade funcional dos pacientes, quadros psicéticos e perda de funcao
motora, com consequente morte do paciente, ocasionada por tal degeneracédo, onde
o falecimento costuma ocorrer entre 6 e 12 anos ap0s o inicio da doenca, normalmente
por uma complicacdo da imobilidade ou por embolia pulmonar e pneumonia
(HARDMAN et al, 1996;BALLARD et al., 2011; CUSTODIO et al., 2017).

2.2. Epidemiologia e Diagndstico na Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer, principal causa de deméncia na populacéo idosa, é
caracterizada por perda progressiva de memoria e fungdes cognitivas (HUANG &
MUCKE, 2012). A doenca, apresenta duas subformas. Estas sao classificadas quanto
a um limiar de idade de aparecimento dos sinais clinicos, antes ou apos os 65 anos,
sendo a Doenca de Alzheimer de inicio precoce (EOAD — Early Onset Alzheimer’s

Disease), a forma que é manifesta entre os 40 a 50 anos de idade.

A EOAD, é relacionada a mutacfes autossdmicas hereditarias nos genes APP,
PSEN1 e PSEN2, com forte penetrancia e historico familiar, havendo casos com inicio
dos sintomas entre 30 a 50 anos (CACACEA,; SLEEGERSA; BROECKHOVEN, 2016).

A doenca de Alzheimer de inicio Tardio ou doenca de Alzheimer esporadica
(LOAD - Late Onset Alzheimer’s Disease - DAE doenca de Alzheimer esporadica)
apresenta sinais ap0s os 65 anos de idade, sendo associada a mutiplos genes e
fatores ambientais, sendo a forma mais prevalente (CASTELLANI; ROLSTON;
SMITH, 2010). Porém, alguns estudos consideram que a doenca, seja uma Unica
entidade, mais comum apo6s os 65 anos (CASTELLANI; ROLSTON; SMITH, 2010;
CACACEA; SLEEGERSA; BROECKHOVEN, 2016).

Os fatores de risco ja conhecidos para a DA incluem a idade, escolaridade,
trauma craniano, hipertensédo arterial, hiperlipidemia, diabetes, acidente vascular
cerebral,hdbitos alimentares e fatores genéticos, ainda ndo totalmente esclarecidos
(VIDOR et al., 2019). Em 2000, os casos de DA, correspondiam a 60,33%, dos casos
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totais de deméncia, sendo observado um aumento em 2010 (64,13%), havendo um
crescimento de 5,4 vezes no sexo masculino e 6,3 vezes no sexo feminino (VIDOR et
al., 2019).

A incidéncia da DAE aumenta com a idade, duplicando a cada cinco anos
(CASTELLANI; ROLSTON; SMITH, 2010). Estima-se que cerca de 58% dos casos
ocorram em pessoas com idade mais avancada, e em paises subdesenvolvidos ou de

baixo desenvolvimento econémico (HARRIS, 2019).

Devido a alteragbes na urbanizagao, natalidade e mortalidade ocorridas nas
Gltimas oito décadas, houveram mudancas no perfil demografico brasileiro,
evidenciando um crescente envelhecimento populacional (VIDOR et al., 2019).
Segundo o IBGE, em 2005, a populagéo brasileira com mais de 60 anos, correspondia
a 9,8% da populagéo, e em 2015, essa populagéo correspondia a 14,3% da populacéo
total do pais (IBGE, 2016). Espera-se que em 2070, a parcela da populacéo idosa
brasileira, seja 35,0% acima da populacao total, com uma expectativa de vida em torno
de 78,2 anos para homens e de 84,5 anos para as mulheres (IBGE, 2016). Com tais
mudancas demograficas, observou-se uma reducdo de doencas infecciosas e um
aumento de doencas crénicas ndo transmissiveis (VIDOR et al., 2019). Foi percebido
um crescimento de sindromes demenciais no Brasil, associando-se ao
envelhecimento (DSM, 2013).

No Brasil, a taxa de mortalidade por DA no ano 2000 foi de 9,38 6bitos por
milhdo de habitantes, 56,28 6bitos para cada milhdo em 2010, sendo notavel uma
maior incidéncia de mortes por DA no sexo feminino (VIDOR et al., 2019). A DAE
acomete cerca de 46 milhdes de pessoas (CONDELLO; STOEHR, 2018).

A prevaléncia de afetados mundialmente subiu de 24 milhdes em 2001, para
46,8 milhdes em 2015 implicando em 1,5 milhdes de novos casos por ano,
mundialmente (HARRIS, 2019). Estudos apontam que a prevaléncia dobrara a cada
20 anos, e em meados de 2040, sera esperado 80 milhdes de pacientes afetados com
deméncia (HARRIS, 2019), e para 2050 um numero de 131,5 milhdes de individuos
afetados (HICKMAN; FAUSTIN; WISNIEWSKI, 2016). Embora os riscos associados

ao desenvolvimento da DA sejam multifatoriais, o fator de risco mais importante €, de
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longe, o envelhecimento (ESIRI, 2012). O risco de desenvolver DAE, aumenta a cada
5 anos apos os 65 anos de idade (HARRIS, 2019).

Alguns estudos perceberam algumas diferencgas entre os géneros, sendo maior
o risco de incidéncia e as taxas de progressédo da doenca em mulheres, e um pouco
menor em homens, sendo de 1,06% em homens e 1,36% em mulheres, assim como,
o risco de desenvolvimento € aumentado, em populacbes de paises
subdesenvolvidos, havendo uma relacéo do risco com as taxas de escolaridade. Com
base em critérios de comprometimento cognitivo e alteragcbes comportamentais, 0s
pacientes podem ser diagnosticados clinicamente com uma precisdo, ainda
considerada baixa, entre 60 e 70% (LEDERMAN, 2000). As orientagbes para
elaboracao dos critérios diagndésticos para a DA, sdo aquelas delineados pelo Instituto
Nacional de Disturbios Neurolégicos e Comunicativos e Associacdo de Desordens
Relacionadas a Doenca de Alzheimer (NINCDS — AD & DA).

Em sua ultima atualizacdo, os critérios definidos por este 6rgédo, orientam a
categorizacdo dos pacientes, com base em perfis patoldgicos, definidos pelo status
dos biomarcadores da Proteina (p) B-Amiloide, (p) Tau hiperfosforilada, e os danos
morfolégicos no cérebro, obtidos através de estudos de neuroimagem, como forma de
agrupamento dos pacientes em perfis, como paciente nao Alzheimer, paciente no
Continuum do Alzheimer, e paciente com outras patologias relacionadas a DA (JACK
JR, 2018).

E necessario realizar exames laboratoriais para excluir sinais de anemia e
infeccdo, como a Neurossifilis que também pode ocasionar quadros demenciais
(THOMAS; FENECK, 2007). Foi desenvolvida outra técnica que envolve o uso de um
composto amiloidofilico intravenoso marcado com '°F, que em modelos murinos,
permitiu a deteccdo de placas amiléides especificamente marcadas, permitindo a
visualizacdo dos depoésitos amildides, fornecendo apoio diagnostico mais precoce
(HIGUCHI et al, 2005). Porém, apenas a autopsia do tecido cerebral, permite a

confirmacéo precisa de DA.
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2.3. Fisiopatologia e hipéteses na DA

Na patologia da DA, sdo observadas alteragbes macroscopicas e
microscépicas no enceéfalo, ocorrendo atrofia cortical difusa, degeneracao
neurovascular, perdas neuronais além de sinapses comprometidas e reduzidas,
existéncia de placas senis extracelulares formadas por filamentos de proteina -
amiloide (AB) agregadas e também, emaranhadas neurofibrilares intracelulares,
formados principalmente pela proteina Tau (SERRANO-POZO et al, 2011;
MAGALHAES, 2017). Também ocorre reducdo de células gliais, reponsaveis pelo
patrulhamento do ambiente cerebral, além de diminuicdo do volume encefélico
(AVERSI-FERREIRA; RODRIGUES; PAIVA et al., 2008).

As placas senis sdo compostas por proteina AB, a qual € gerada a partir da
clivagem anbmala da proteina precursora amiléide ou APP (Amyloid Protein
Precursor) (BELCAVELLO, 2014). Os emaranhados neurofibrilares (NFT, neuro
fibrillary tangles, na sigla em inglés), s&o lesbes internas ao neurdnio, onde filamentos
de proteina Tau hiperfosforilada, tendem ao emparelhamento. Essa proteina é
importante  para a manutengdo, formando emaranhados intracelulares,
desestabilizando o citoesqueleto e comprometendo a homeostase neuronal,
culminando na morte de neurdnios (BELCAVELLO, 2014).

A figura 2 exibe as principais alteracdes cerebrais macroscopicas associadas a

individuos afetados por DA em comparacao a cérebros saudaveis.
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Figura 2. llustracdo comparativa do cérebro de um individuo saudavel e outro com Doenca de
Alzheimer. Adaptado de National Institute of Aging- www.nia.nih.gov/alzheimers/scientificimages

Na figura 3, é exibido um esquema de neurdnios de individuos afetados por
Alzheimer, evidenciando um acumulo placas neuriticas (PN), e emaranhados
neurofibrilares (ENF) intracelulares da proteina Tau hiperfosforilada (BALLARD et al.,
2011).

Figura 3. Em A, placas neuriticas (senis) difusas e adjacentes umas as outras com depoésitos
extracelulares de proteina B-amildide em marron e depdsitos intracelulares de proteinas
Tauhiperfosforiladas, emparelhadas heicoidalmente. Em B, esquema do peptidiofamiléide e proteina
Tau emparelhada. Adaptado de National Institute of Agingwww.nia.nih.gov/alzheimers/scientific-images
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As placas neutiticas e emaranhados neurofibrilares sdo encontrados
principalmente nas amidalas cerebelosas, no hipocampo e no cértex entorrinal do
I6bulo temporal enquanto as porcdes parietais e frontais do cértex associativo sdo
afetadas em menor intensidade (SERRANO-POZO et al, 2011). Além destes sinais, €
possivel observar estresse oxidativo difundido no cérebro, neuroinflamacéo,
desregulacdo de célcio, deficiéncia e distribuicdo alterada das mitocbndrias,
oligomerizacdo do peptideo AR, toxicidade sinaptica e problemas na homeostase
metalica, em pacientes acometidos por DA (SERRANO-POZO et al, 2011).

A idade de inicio da doenca esta relacionada ao avanco da atrofia cortical, mais
pronunciada em pacientes de inicio precoce (inicio abaixo dos 65 anos), enquanto nos
casos tardios, a atrofia central € mais elevada (HAMDAN, 2008). Encontra-se também
em nivel de alteracdes macroscopicas, a atrofia dos bulbos e tratos olfatérios e o
encolhimento do hipocampo, neste caso, com aumento do corno temporal dos
ventriculos laterais (HAMDAN, 2008).

As placas senis sdo depdsitos extracelulares, compactos e esféricos, cercados
por terminagbes nervosas danificadas, onde agregados deAp, (compostas por
amiloides, astrécitos e células microgliais), sdo encontrados tanto em dendritos como
em axobnios (TAN; GLEESSON, 2019). As placas senis estdo localizadas nos lobos
temporal, parietal, frontal, na amigdala, hipocampo e no cértex piriforme (HAMDAN,
2008; MARTELLI; MARTELLI, 2014).

Ja nos emaranhados de neurofibrilas, a proteina Tau, sofre uma fosforilacao
excessiva, onde um desbalanco da atividade de fosfatases, geram peptidios Tau em
excesso, levando a agregacdo destes peptidios, emparelhadamente, formando os
emaranhados neurofibrilares, com posterior desestruturacdo do arcabouco celular,
onde tal degradacdo projeta-se no hipocampo, interrompendo 0S processos de
aprendizagem e de associacdo de memoria de curto prazo, passando por regides
paralimbicas, até o neocortex (THOMAS; FENECK, 2007; HAMDAN, 2008). A figura

4, exibe as principais regides cerebrais afetadas na patologia da DA.



27

Lébulo frontal
_Lébulo panetal

Amidala cerebelosa

. Hipocampo

Coértex entornnal

~~Cortex visual

*Cerebelo
Ponte -

e Medula

Figura 4: Regides do cérebro, mais afetadas pela DA em vermelho. Adaptado de (ALMEIDA e SANTOS,
2018).

Com o avanco da doenca, ocorre um aumento no volume ventricular,
alargamento dos sulcos cerebrais, sendo mais pronunciado no Iébulo temporal, com
atrofia cortical variavel (MARTELLI; MARTELLI, 2014). Com o avancgo da DA, ocorre
uma grande perda neuronal com reducdo do volume do 6rgdo (THOMAS; FENECK,
2007).

A gravidade da DA esta correlacionada mais fortemente com os fusos
neurofibrilares do que com a presencga das placas senis (COELHO et al., 2009). A
presenca de tal quadro histopatolégico, relaciona-se com o aparecimento de
alteracdes na funcdo cognitiva, que atingem, em especial, a memaria, a capacidade

de aprendizagem e associacéo de informacoes.

O diagnéstico da presenca dessas lesbes somente € possivel através do
exame microscopico do tecido cerebral por autépsia, realizada em exame pos-
mortem, enfatizando a necessidade de alternativas de diagndéstico in vivo (MARTELLI,
MARTELLI, 2014).
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2.4. PeptidioB-amiloide

Os depositos extracelulares de de peptidio AB, sdo um importante sinal
histopatolégico na DA, devido ao fato, deste peptidio agregar-se em placas, na por¢ao
extracelular dos neurénios, onde essa deposicdo é considerada um evento central
nesta patologia (DE FALCO et al, 2011).

A APP é uma proteina transmembrana de tipo 1 altamente conservada,
pertencente a uma pequena familia proteica, que inclui proteinas homdélogas a APP,
como APLP1 e APLP2, onde a APP contribui em funcdes fisiologicas essenciais em

varios estagios do desenvolvimento neuronal (TAN; GLEESON, 2019).

As proteinas da familia APP possuem um grande dominio extracelular, um
dominio transmembrana de passagem Unica e uma cauda citoplasmética curta, e
embora APP e APLPs compartilhem regibes conservadas, a sequéncia AB esta
presente exclusivamente em APP (TAN; GLEESON, 2019; THOMAS; FENECH,
2007).

A APP é codificada por um unico gene localizado no cromossomo 21, e o
splicing alternativo origina trés isoformas principais, APP751 e APP770 expressas no
cérebro e juncbes musculares, e a isoforma APP695 que é predominantemente
expressa no cérebro. Percebeu-se em individuos com trissomia do 21, que era mais
comum o surgimento de sintomas demenciais associados a niveis elevados de de AB
(THOMAS; FENECH, 2007).

Alguns ions metalicos sdo moduladores da cascata amiloide (CHEIGNON, C.
et al, 2018). Metais como o Zinco, Ferro e Cobre, foram encontrados em placas
amiloides e fora percebido, que estes, podem ligar-se ao peptidio, e assim modular o
processo de agregacdo, induzindo formas mais toxicas, além de poder produzir
espécies reativas de oxigénio (EROS), prejudiciais para o peptideo AR e biomoléculas
adjacentes (CHEIGNON, C. et al, 2018).

Segundo a hipétese amildide, a deposicdo do peptidio AB4o-42 €m excesso,
pode ser resultado de mutacdes de troca de sentido no gene APP, ocasionando uma
desregulagdo no processamento enzimatico, elevando os niveis [-amildideaso-42,

havendo entdo, a ativacdo microglial em excesso, liberacdo demasiada de citocinas,
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ativacao cronica da resposta immune e grande stress oxidativo no ambiente cerebral
(KINNEY et al., 2018; THOMAS; FENECH, 2007; TAN; GLEESON, 2019).

Postula-se que a clivagem anormal da proteina transmembranica APP, resulta
em peptidios ABss-43 aminoacidos de comprimento, no qual niveis elevados de AB no
cérebro, levaria a agregacao de AB (CHEIGNON, C. et al, 2018), consistindo na
formacao de espécies de oligbmeros que séo reorganizadas em protofibrilas e fibrilas,
encontradas em placas amiléides (PHAM et al, 2010).

Sugere-se que os oligbmeros acumulados no cérebro de pacientes com DA,
causam danos a membrana celular, iniciam eventos como a formacao intracelular de
emaranhados neurofibrilares e a interrupcdo das funcbes sindpticas levando a
disfuncao celular e morte do neurdnio e deficiencia cognitiva resultante (GLABE et al,
2006).

sAPPa
Oligémeros

: de AB
sAPPB » . -
APP lon metalico
ABy.s \e
E -
o AByasoiaz [ | e pe
. | .
AB 740142 ! NG
P (5] | @@L
Extrocell. domain 71 %" n Amyloid coscode
PP oo bbb b e Ay T T S N VY » W P = *’7'|7*'!
membrane it M L hypothesis -—.——-I
)}Ir‘Hl/f’/ ’ Frvrerr Lol Sl ak ol s ‘(r'ri:' Lol ot s 3
cytosol J B } m :_—. :» Q B
- - J | —®
AICD CTF83 i CTF99 AICD Fibrilas de Ag

< >

Via Nao amiloidogénica Via Amiloidogénica

Figura 5: Processamento da APP pelas vias ndo amiloidogénicas e amiloidogénicas — Adaptado de
(CHEIGNON, C. et al, 2018).

Na via de processamento ndo amiloidogénica, a APP é primeiro processada
pela enzima o-secretase, dentro do dominio B-amilide (AB) (VILATELA; LOPEZ-
LOPEZ; YESCAS-GOMEZ, 2012), gerando um fragmento soltvel sAPPa e o
fragmento a-CTF que possui 83 aminoacidos de comprimento e fica ancorado na
porcao transmembranar (TAN; GLEESON, 2019). Posteriormente, ocorre a clivagem
de a-CTF pela enzima y-secretase, que libera os fragmentos p3 e AICD (TAN;
GLEESON, 2019).
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Jé na via amiloidogénica, a enzima B-Secretase, (BACEL), cliva a APP no limiar
do dominio B-amiloide (VILATELA; LOPEZ-LOPEZ; YESCAS-GOMEZ, 2012),
gerando um fragmento sAPPge B-CTF, com 99 aminoacidos de comprimento, onde o
B-CTF sofre a acdo de y-secretase, gerando os fragmentos amildides AB (AB40 ou
AB42) e AICD (TAN; GLEESON, 2019; THOMAS,; FENECH, 2007; VILATELA,
LOPEZ-LOPEZ; YESCAS-GOMEZ, 2012).

A clivagem da y-secretase é promiscua e varios outros substratos nao-APP,
sao clivados por este complexo, assim como a clivagem por y-secretase na APP
ocorre em varios locais para gerar péptido AR de comprimento diferente (SELKOE;
KOPAN, 2003). Os genes PSEN1 e PSEN2 (Presenilinas 1 e 2) codificam
subunidades cataliticas de y-secretase (THOMAS; FENECH, 2007). Mutagfes dentro
de PSEN1 aumentam a producdo do ABR42, e mutagbes em PSEN2, associam-se a
forma precoce da doenca, podendo haver incidéncia, entre 40 a 80 anos de idade
(HARDY, 2001).

O AB42 faz com que os neurdnios sofram apoptose pela sensibilizacao de suas
membranas apdés a peroxidacdo lipidica (THOMAS; FENECH, 2007).Na DA,
agregados toxicos de B-amiloide (AB42) e pTau hiperfosforilada, podem interagir com
organelas subcelulares dos neurdnios, desencadeando disfuncdo neuronal e
apoptose levando ao declinio da memoria e a deméncia (KUMAR; SINGH; EKAVALI,
2015). Outros sinais de apoptose em cérebros de Alzheimer incluem fragmentacao de
DNA elevada e ativacéo de caspase induzida por ABaz, fortes indutoras de apoptose
(THOMAS; FENECH, 2007).
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Figura 6. Efeitos da clivagem de app em peptidio b-amiloide com capacidade de formacdo de
oligbmeros e autoagregacéo em placas extracelulares, levando a disfuncéo sinaptica e morte neuronal.
Adaptado de (BALLARD et al, 2011).

Estes achados sustentam que oligdmeros de AP42 associam-se a
hiperfosforilagdo da pTau, resultando em neurite distréfica. Foi percebido, que a pTau
hiperfosforilada, ndo induz a patologia amiloide, mas esta diretamente associada a
progressao do declinio cognitivo (TAN; GLEESON, 2019; CHEIGNON, C. et al, 2018).

2.5. Proteina TAU

A Tau é uma proteina associada a microtubulos encontrada principalmente em
neurénios do sistema nervoso central (SNC), embora também seja expressa em
baixos niveis em astrocitos e oligodendrocitos (SHIN et al, 1991). E altamente soltvel
e encontrada desdobrada no citoplasma em células normais, onde desempenha um
papel importante na automontagem, estabilizacdo e funcdo dos microtubulos
(ARENDT et al, 2016). Devido a sua funcdo de regulacdo e estabilizacdodo
citoesqueleto, a Tau esté envolvida em fun¢des como sinalizagao celular, plasticidade
sinaptica e regulacao da estabilidade gendémica (ARENDT et al, 2016; MANDELKOW
e MANDELKOW, 2012).

A proteina Tau, € expressa principalmente em neur6nios, sendo crucial na
estabilizacdo do citoesqueleto neuronal (MARTIN et al., 2013). Tau, por meio da
ligagdo com os dimeros de tubulina, formam o citoesqueleto (JOUANNE; RAULT;

VOISIN-CHIRET, 2017). A fosforilacdo da proteina Tau, é necessaria para o trafego
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intracelular, permitindo o transporte, seguindo com a desfosforilagao, retornando a
proteina Tau ao microtubulo (O’'BRIEN; WONG, 2011).

Os Emaranhados Neurofibrilares (ENF) (neurofibrillary tangles, sigla em
ingles), séo inclusbes filamentosas de proteina Tau aberrantemente dobradas e
hiperfosforiladas, que tendem a se agregar emparelhadamente no interior dos
neurdnios, ocasionando danos a estrutura neuronal e consequentemente a morte
destas células, resultando em deficits cognitivos no paciente afetado (KINNEY et al.,
2018; SERRANO POZO ET AL, 2011).

A enzima fosforilase GSK3, regula os eventos de fosforilacao de Tau e sua
atividade na estabilizacdo dos microtibulos. Quando sua atividade € excessiva, as
proteinas Tau dissociam-se dos microtubulos, e tendem a agregar-se lateralmente
formando emaranhados intracelulares, implicando em aumento na producdo de
peptideo AB, inducdo de apoptose e reducdo da neurogénese e da plasticidade
sinaptica (WANG et al., 2008).

A proteina Tau é codificada pelo gene MAPTO, que se localiza no cromossomo
17921, compreendendo 15 exons, com 11 destes, codificando para todas as principais
isoformas da Tau (THOMAS; FENECH, 2007). Em humanos, 6 isoformas principais
sdo geradas por splicing alternativo dos éxons 2, 3 e 10 originando proteinas Tau com
3 ou 4 dominios de ligacdo ao microtubulo, 3R e 4R, respectivamente (BALI et al,
2010). Essas duas formas sdo encontradas em quantidades iguais em individuos
saudaveis, com pequenas variacdes na expressao, em algumas poucas regides do
cérebro (LOVE; HAYDEN; ROHN, 2015). Porém, a expressao relativa da isoforma 4R
foi associada a niveis aumentados de emaranhados neurofibrilares e agregacdo de
Tau (LOVE; HAYDEN; ROHN, 2015), de encontro a progressao da deficiencia

cognitiva na DA e outras taopatias.

A proteina Tau pode sofrer varias modificacbes pds-traducionais, como
fosforilacdo, acetilacéo, nitracéo, glicacao, glicosilacéo, ubiquitinacdo e truncamento,
as quais podem alterar sua funcdo e localizacdo celular (MARTIN et al.,, 2013;
HOLTZMAN, et al. 2016).
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Varias espécies de Tau, como formas soluveis, dobradas, hiperfosforiladas e
mal localizadas, estdo sendo descritas como toxicas atualmente. A hiperfosforilagéo
da Tau diminui sua afinidade pelos microtibulos, o que por sua vez leva a

desestabilizacdo e desmontagem do citoesqueleto (HOSKIN ET AL, 2019).

Essas moléculas de Tau destacadas tém uma afinidade uma pela outra e
podem se auto-agregar para formar oligbmeros de Tau mal dobrada (ARENDT et al,
2016). Os oligbmeros ganham mais unidades e evoluem para depdésitos de Tau, que
por sua vez se fundem e se agregam como emaranhados neurofibrilares (ARENDT et
al, 2016; HOSKIN ET AL, 2019).

Essas formas nao fisioldgicas de Tau podem levar a uma cascata de eventos
patologicos inter-relacionados, incluindo transporte axonal prejudicado, alteracdo da
estrutura e funcdo sinaptica, disfuncdo mitocondrial, alteracdo no transporte de
vesiculas , ativacdo de uma resposta imune e degradacdo ineficaz da proteina
(ARENDT et al, 2016; HOSKINet al, 2019).

A fosforilacdo da Tau é regulada pelo equilibrio das atividades da Tau quinase
e da fosfatase, onde o desequilibrio destas sugere a origem da fosforilacdo anormal
da Tau (MARTIN et al., 2013).

Foi percebido que a inducdo AP sintético no cérebro de camundongos
selvagens, levou a degeneracéo de neurdnios e extensa morte celular, entretanto o
mesmo nao foi observado em neurbénios murinos originados de camundongos Tau
knockout (BLOOM., 2014). Segundo a hipétese amiloide, as concentracdes toxicas de
ABs2 induzem a formacdo dos emaranhados neurofibrilares de proteina Tau
(BALLARD et al., 2011; KINNEY et al., 2018).

2.6 Neuroinflamagédo na Doencga de Alzheimer

Estudos indicam que a neuroinflamacéo desempenha um papel na progresséo
da DA(KINNEY et al., 2018).A inflamacdo aguda no cérebro € uma defesa contra

infecgbes, toxinas e lesbes, mas, desequilibrios na sinalizacdo imune, podem
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ocasionar uma neuroinflamacao crénica (FERREIRA et al., 2014; KINNEY et al., 2018;
LICASTRO; PORCELLINI, 2016).

Na década de 1990, grandes estudos epidemioldgicos e observacionais foram
publicados, indicando que drogas anti-inflamatoérias nao-esteroides (AINE) utilizadas
no tratamento de doencas como artrite reumatoide, reduziram 50% o risco de
desenvolvimento de DA, em pacientes que sdo usuérios de longo prazo AINE
(KINNEY et al., 2018).

Tal neuroinflamagcdo pode ser atribuida a ativacdo de microglias com
consequente liberacdo de citocinas de acdo pro e anti-inflamatérias (KINNEY et al.,
2018). A inflamacéo no cérebro, possui um papel neuroprotetor, mas também é sabido
que apds a resposta aguda, ha a montagem de uma resposta inflatéria cronica, que €
danosa ao ambiente cerebral (KINNEY et al., 2018).

Microglias, sdo células derivadas de macrdofagos embrionérios, residentes no
cérebro sendo a principal célula imunocompetente e provavelmente a coordenadora
de respostas inflamatdrias no sistema nervoso central (SNC) (ULLAND; COLONNA,
2018). A morfologia da microglia contempla um espectro de células com morfologia
ameboide, com pequeno corpo celular arredondado e altamente ramificado no micro
ambiente onde se encontram, ou podem apresentar morfologia ameboide com pouca
ou nenhuma ramificacdo, assemelhando-se morfologicamente a um macrofago
periférico (FRANCO-BOCANEGRA et al., 2019).

Em um ambiente cerebral saudavel, as micréglias encontram-se inativadas e
morfologicamente apresentam pequenas ramificacdes na membrana, chamadas de
Somas ou processos (GLENN et al., 1992; KINNEY et al., 2018). Estes Somas atuam
no patrulhamento do ambiente cerebral, através de movimentos ameboides, mas sem
grande motilidade celular (BILBO; SCHWARZ, 2012; KINNEY et al., 2018; MRAK,
2012).

Tais células imune correspondem de 0,5 a 16% das células cerebrais
(FRANCO-BOCANEGRA et al.,, 2019), e moldam a arquitetura sinaptica, sendo
essenciais para o estabelecimento e amadurecimento de redes neurais (BILBO;

SCHWARZ, 2012). As micrdglias ttm em comum com o0s macréfagos periféricos a
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expressao de varias proteinas especializadas no reconhecimento de “sinais de
alarme”, contra patégenos e agentes téxicos (BILBO; SCHWARZ, 2012; FRANCO-
BOCANEGRA et al., 2019; KINNEY et al., 2018).

&
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Figura 7. Representacdo de micréglias patrulhando o ambiente cerebral e atuando na depuracéo do
peptidio AB excessivo. Adaptado de National Institute of Aging- (www.nia.nih.gov/alzheimers/scientific-
images)

Evidéncias de estudos em camundongos sugerem participacdo microglial na
plasticidade sinaptica, poda de espinhos dendriticos e terminais de axbnios pré-
sinapticos(FRANCO-BOCANEGRA et al., 2019).

As micréglias ativadas cronicamente secretam mediadores pro-inflamatérios e
téxicos, incluindo espécies reativas de oxigénio, oxido nitrico e citocinas (KINNEY et
al., 2018). Foi observado que a expressao da citocina IL-1 estimula a producgéo IL-6,
levando a ativacdo de CDKS5, cinase conhecida por hiperfosforilar a proteina Tau
(KINNEY et al., 2018; QUINTANILLA et al., 2004).

A interleucina-1 € um mediador pré-inflamatério. Monécitos ativados exibem
receptores de IL-1 e o receptor de eliminacdo de macréfagos (MSRI), relacionado a
fagocitose do peptidio B-amiléide (SPITZER et al, 2019).Estudos de meta-analise,
indicaram aumento significativo de IL-1 plasmatico em pacientes com DA, mas, devido

a variacoes individuais, ndo é indicado o seu uso como um marcador da doenca,
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sendo sugerida a identificacdo de receptores de superficie de células imunoldgicas
(SWARDFAGER et al, 2010).

O MSRI € um receptor envolvido na fagocitose das placas amiloides, estando
menos expresso em monaocitos com perfil pro inflamatoério (EL KHOURY et al, 1996).
Spitzer (2019), encontrou niveis elevados de 1I-1B e IL-1RI, menor expressao de
MSRI e aumento nos niveis de IL-1Ra, indicando a ativacdo de mondcitos pré

inflamatoérios e uma contra regulacao da inflamacao.

Tal persisténcia do processo inflamatério no cérebro é bem atribuida & perda
neuronal que ocorre com a patologia amiléide. A inflamacé&o crbnica € atribuida a
ativacdo microglial além da expressdo de inimeras citocinas no cérebro (KINNEY et
al., 2018).

Na DA, existe a hipétese de que o peptidio A induz a ativacdo da micréglia,
que responderia, migrando para os sitios das placas senis, na tentativa de fagocitar
as placas amiloides, como representado na figura 7, acima (KINNEY et al., 2018).

A ativacao prolongada da micréglia exerce um efeito positivo na depuracéo
deste peptidio, mas com a constante ativacdo, logo a microglia ja ndo consegue
fagocitar este peptidio adequadamente, e com a presenca constante de AB, provoca
uma microgliose reativa, exarcebando a patologia da DA (KINNEY et al.,, 2018;
LICASTRO; PORCELLINI, 2016).

A ativacdo persistente da microglia implica na producao de espécies reativas
de oxigénio (EROS), Oxido Nitrico (NO) e citocinas. Processos cranio-traumaticos
podem levar a inducdo deste fenbmeno (KINNEY et al., 2018; LICASTRO;
PORCELLINI, 2016).

A ativacao das células microglias pode levar ao recrutamento de astrécitos, que
aumentam a resposta inflamatdria aos depdsitos de AP extracelulares. Este
componente neuroinflamatorio da DA é adicionalmente caracterizado por uma fase de
resposta aguda local mediada por citocinas, ativacdo da cascata complemento e

inducédo de um sistema enzimatico inflamatério, como NO sintase induzida (iNOS),
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além da geracdo de cicloxigenase-2 (COX-2) (KINNEY et al, 2018; VIEGAS, et al,
2011).

Os astrécitos, por sua vez, participam da degradacdo e remocdo do Ap,
servindo de barreira protetora entre os depoésitos de AB e 0s neurdnios. E devido a
este carater multifactorial da resposta inflamatéria e pela ocorréncia de uma grande
diversidade de mediadores pré- e antiinflamatorios relacionados ao retardo ou a
progressao da inflamacéao (KINNEY et al, 2018; VIEGAS, et al, 2011).

2.7. Biomarcadores e diagnéstico da DA

Segundo o Instituto Nacional do Envelhecimento e Associacdo de Alzheimer
(NIA-AA) em suas diretrizes mais recentes, rege que a deméncia ndo é uma “doencga”,
mas sim uma sindrome composta de sinais e sintomas que podem ser causados por
varias outras desordens traumaticas ou metabdlicas, originando um conjunto de
sintomas amnésicos, apresentando-se em desacordo quanto a sua etiologia (JR et al,
2018).

Alguns pacientes mostram diferencas em relacdo as apresentacdes clinicas
(patologia Amiloide e patologia Tau), exibindo niveis considerados normais, assim
como quadros assintomaticos relacionados a patologia amiloide e Tau, confirmadas
na autopsia (FROTA, 2011).

Assim, o fenotipo de deméncia amnésica de multiplos dominios ndo é
especifico, podendo ser gerado por outras doencas, assim como distarbios de
linguagem, viso espaciais e executivas (JACK JR et al, 2018). Além disso, ha uma
porcentagem significativa de idosos cognitivamente saudaveis, apresentando
biomarcadores amildides anormais e alteracdes neuropatologicas da DA (JACK JR et
al, 2018).

Os sintomas amnésticos compdem a forma mais comum de apresentacéo da
DA, ocorrendo deficits relacionados a memoria episoddica, onde a capacidade
consciente de recordar eventos no tempo e espacgo, se véem prejudicadas (ALBERT
etal., 2011). Em sequéncia, a capacidade de memoria semantica, aguela que significa

simbolos, palavras e memdérias de longo prazo, € alterada, paralelamente a
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progressdo da doenga (CARAMELLI et al, 2011), manifestando-se como
esquecimento de fatos corriqueiros como lembrar onde pos as chaves, ou dificuldades
de aprendizagem de novos fatos ou conteddos, ou interpretacbes
semanticodiscursivas (interpretacdo de mensagens, analogias, metaforas)
prejudicadas (BAYLES et al., 1992).

O NIA-AA, estabeleceu diretrizes para o diagnostico de DA, estabelecendo
estagios de progressdo da DAE e o uso de biomarcadores para fins diagndsticos
(MCKANN et al., 2011).

No primeiro estagio, ou fase “pré-clinica da DA”, sdo percebidas alteragdes na
cognicdo e atividades cotidianas, sendo percebido um pior desempenho em testes
cognitivos, com aumento na deteccdo de biomarcadores como liquido
cefalorraquidiano (LCR) e/ou PET amiloide e Tau (CARLETTICASSANI, 2019). No
segundo estagio, também chamado de Comprometimento Cognitivo Leve (CCL)
ocorrem alteragcdes na memoria e cogni¢cado, mas sem prejuizos grandes nas funcbes
diarias, diferindo do terceiro estagio, onde uma ou mais funcbes cognitivas sao
prejudicadas, impedindo a execuc¢do de atividades didrias e autonbmia do sujeito
afetado (CARLETTI; CASSANI, 2019; MCKANN et al., 2011).

O comité da NIA-AA concordou que apenas biomarcadores especificos para as
proteinopatias da DA (isto é, AR e Tau patolégica) devem ser consideradas como
definicbes potenciais da doenca, devido a patologia amildide se relacionar diretamente
com o aparecimento da patologia TAU, sendo necesséaria a presenca destes dois
biomarcadores, para a rotulacéo do termo Doenca de Alzheimer (JACK JR et al, 2018).

As diretrizes de diagnostico NIA-AAde 2011, recomendam um quadro
diagnéstivo in vivo, através do sistema de classificacdo [AT (N)] (JACK JR et al,
2018).Tal sistema agrupa diferentes biomarcadores referentes a processos
patolégicos da DA, onde um biomarcador pode medir: AR (A), Tau patologica (T) e
neurodegeneracao/lesédo neuronal (N),apresentando a DA, como um continuum, a ser

corfirmado como DA, pelo suporte de tais marcadores (JACK JR et al, 2018).

Para uma definicdo mais precisa, houve um refinamento do Sistema A T (N) na ultima

atualizacdo, criando-se um Sistema de classificagdo que contempla 8 “perfis” de
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biomarcadores, onde cada individuo pode ser colocado em uma das trés “categorias”

gerais com base em perfis de biomarcadores.

Na tabela 1, podem ser obervados os perfis gerados e as possiveis
classificacfes (JACK JR et al, 2018).
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Tabela 2: Perfis gerados pelo Sistema de classificacdo A + T + (N), agrupando perfis como nao
portadores de Alzheimer, individuos no continuum de Alzheimer (possiveis portadores) e Portadores
de Alzheimer. (Adaptado de JACK JR et al, 2018).

Perfis de AT Categoria de biomarcador
(N)

A-T-(N) - Biomarcadores em taxas normais (paciente ndo Alzheimer)

A+T-(N)- Mudanca Patolégica de Alzheimer

A+ T+ (N> Doenca de Alzheimer

Continuum de
A+ T+ (N)+ Doenca de Alzheimer alzheimer
A+ T- (N)+ Doenca de Alzheimer e concomitante suspeita de alteragdo patolégica ndo
Alzheimer

A-T + (N) - Alteracédo patoldgica nao relacionada a DA

AT- (N) + Alteracdo patologica nao relacionada a DA

A-T+(N) + Alteracdo patoldgica ndo relacionada a DA

Os marcadores indicados para preencher os fatores A-T + (N) + sé@o a
Tomografia por emissao de Pdsitrons (PET- Positron emission tromography) mais a
determinacdo da razdo do Peptidio AP4o-42 no liquido cefalorraquidiano (LCR),
medidas de PET para a proteina Tau e determinacéo de proteina Tau hiperfosforilada,
e marcadores de neurodegeneracdo ou lesdo neuronal, que sdo obtidos através das
taxas de metabolismo do hipocampo e imagens de atrofia cortical por ressonancia
magnética (RM) (EWERS et al., 2007;.JACK JR et al, 2018).

Os biomarcadores do LCR, mensuram as concentracdes de proteinas no LCR
do saco lombar que refletem as taxas de producdo (expressdo proteica ou
liberacdo/secrecdo de neurdnios ou outras ceélulas cerebrais) e depuracao
(degradacao ou remocao) em um dado momento (GORDON et al, 2016). As medidas
de imagem, por outro lado, representam a magnitude da carga ou dano

neuropatolégico acumulado ao longo do tempo (GORDON et al, 2016).
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Baixas concentracdes de peptidio amiloide no CSF, é considerado como um
biomarcador de estado patoldgico associado a formacdo das placas amiloides,
enquanto um PET amiloide, revela o nivel de deposicao de placas amiloides, onde os
niveis da proteina Tau hiperfosforilada espelha a presenca de filamentos pareados
helicoidais e o PET Tau, mensura os depositos de Tau no tecido (JACK JR et al, 2018)

Como a doenca se manifesta tardiamente apdés um longo periodo de
neurodegeneragao clinicamente silenciosa, o conhecimento dos fatores de risco
modificaveis e a implementacédo de biomarcadores é crucial ha prevencao primaria e

na deteccdo pré-sintomatica da DA, respectivamente (HICKMAN; FAUSTIN;
WISNIEWSKI, 2016).

Uma alternativa a processos invasivos e estressantes ao paciente, como a
puncao lombar, sdo os biomarcadores sanguineos, uma vez que S&o0 menos invasivos
e mais baratos (LISTA et al., 2015). Os biomarcadores genéticos, quantificadospor
meio ou a partirda analise de amostras bioldgicas, fornece informacdes genéticas do
perfil de cada individuo, auxiliando na obtencao dos perfis genotipicos que contenham

alelos associados ao risco de DA.

Através de grandes metanalises e de estudos de associacdo genémica ampla
(GWAS), foi possivel identificar, variantes comuns associadas ao risco de Alzheimer,
atraves de estudos caso controle (GROZEVA, 2019).

2.8. Fatores genéticos associados

O estabelecimento da DA deve-se ao acumulo de eventos genéticos e
ambientais. Cada um desses eventos contribui com pequenos efeitos que resultam,
em conjunto, no estabelecimento da doenca de acordo com a gravidade (FRIDMAN

et al

A DA de inicio precoce foi associada, até o0 momento, a mutacées em genes
qgue codificam para a proteina precursora da B-amildide (APP: B-amyloid precursor
protein-21921.3), presenilina 1 (PSENL1: presenilin1-4q24.3) e presenilina 2 (PSEN2:
presenilin 2 - 1q31-gq42) (OJOPI; BERTONCINI; DIAS NETO, 2004; TAN; GLEESON,
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2019). Os sintomas EOAD se desenvolvem muito mais cedo do que em DAE, (LOAD)
e geralmente ocorrem antes dos 65 anos de idade, podendo iniciar o aparecimento

dos sintomas aos 30 anos, em alguns casos (TAN; GLEESON, 2019).

Estudos com individuos com sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21)
levaram a observacdo de sinais precoces de deméncia, semelhante a DA (TAN;
GLEESON, 2019). Devido a trissomia do 21 e apresentacao de sintomas demenciais
nestes individuos, levou a identificacdo do gene APP no cromossomo 21 e este fato
esta de acordo com individuos que possuem delecdo do segmento que contém APP,
estarem associados a um efeito protetor da doenca (SUZUKI et al, 1994; TAN;
GLEESON, 2019).

MutacBes sem sentido dentro do gene PSEN1 sdo responsaveis por 18% a
50% das formas autossémicas dominantes de inicio precoce da DA (THEUNS et al,
2000). Essas mutacOes estdo associadas a uma patologia mais agressiva,
aparecendo entre 30 e 50 anos, nao sendo influenciada pelo Status APOE (WRAGG
et al, 1996)

O gene da APOE esta localizado no cromossomo 19913.2 e certos
polimorfismos estdo associados a forma tardia da DA (> 65 anos- LOAD) (ROSES,
1997). O alelo E3 é considerado normal e ocorre em ~74% da populacdo; os alelos
E2 e E4 sdo menos comuns, ocorrendo em 10 e 16% da populacéo, respectivamente
(CORDER, et al, 1993)

Enquanto o alelo APOE €4, aumenta o risco de desenvolver DAE, os alelos
APOE €3 e APOE €2, associam-se a reducao do risco de desenvolver DA e ao retardo
do inicio dos sintomas, menor declinio cognitivo relacionado a idade e menor atrofia
cortical, além de haver agregacdo mais lenta de AB e maior eficiencia na depuracao
deste peptidio, respectivamente (STIPHOet al.,2018). Porém, percebeu-se, que ainda
gque em menor chance, portadores homozigotos do alelo APOE €2, ainda sé&o
suscetiveis ao desenvolvimento de DA, apresentando fenétipo clinico ndo amnésico
mais leve, porém, associam-se a maiores taxas de doenca de pequenos vasos
(GROOT et al., 2018).
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O gene APOE nao causa a doenca de Alzheimer, mas age como um marcador
que altera o risco individual baseado na posse de combinacGes alélicas do gene
APOE, onde a maior combinacédo de risco se da com o genétipo E4/E4 (CORDER et
al, 1993). Cada copia do alelo APOE4 reduz de 85 anos, idade média para inicio em
um individuo nao-E4, para, 75 anos para um alelo e 68 anos para individuos com duas
copias do alelo E4 (CORDER et al, 1993).
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Figura 8. Cromossomos e as respectivas posi¢des dos principais genes relacionados ao Alzheimer
(Adaptado de THOMAS; FENECK, 2007).

Na DAE, o espectro de mutacfes € distinto e a herdabilidade é menos
significativa que na EOAD, sendo constituida por um complexo de genes e estilo de
vida (GROZEVA, 2019). Embora ja tenham sido relatados na literatura mais de 30
possiveis marcadores genéticos para a DA de inicio tardio, até o momento, alelo €4
do gene APOE, foi implicado ao aumento de risco (OJOPI; BERTONCINI; DIAS
NETO, 2004).

Foi percebido, que uma proporcao de DA é explicada pela variacdo rara com
tamanhos de efeito maiores do que 0s normalmente vistos com variagdo comum
(GROZEVA, 2019).

A mudanca de Arginina para histidina na posi¢céao 47 (R47H) dentro do receptor
desencadeante expresso em células mieloides 2 (TREM2), foi apontada como uma
variante de risco para LOAD, e emboraos tamanhos de efeito-risco variam por coorte,
os resultados sugerem que o TREM2 R47H é o principal fator genetico para DA
esporadica, apés o APOEeg4 (GROZEVA, 2019).
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Uma outra mutacdo de codificacdo rara no TREM 2, a mutacdo genética
p.Arg62His (R62H) aumenta o risco de doenca independentemente da mutacédo R47H
TREM2, assim como foi encontrada associacdo no gene da fosfolipase C gama 2
(PLCG2) e ABIMembro 3 da familia (ABI3) (SIMS et al, 2017).

Nos ultimos 9 anos, estudos de associacdo em todo o genoma (GWAS) em
coortes de caso-controle com dezenas de milhares de individuos, identificaram cerca
de 40 loci de risco significativo em todo o genoma (GROZEVA, 2019).

Locis génicos associados a DAE
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Figura 9: Genes e loci de risco, associados a doenca de Alzheimer. (Retirado de DOURLEN et AL.,
2019).

Variantes do tipo SNP em CASS4, CLU, PICALM, CR1, BIN1, EPHAL, MS4A,
CD2AP, ABCA7, HLA-DRB5 / HLA-DRB1, PTK2B, SORL1, SLC24A4-RIN3, INPP5D,
MEF2C, NME8, ZCWPW1, CELF1 e FERMT2, foram associadas ao risco de DA, em
estudos GWAS (SESHADRI et al, 2010; HOLLINGWORTH et al, 2011; LAMBERT et
al; HAROLD et al, 2009; KUNKLE et al., 2019).
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As variantes de susceptibilidade identificadas sdoencontradas em regides
intergénicas ou intrénicas (portanto denominado locusao invés de gene), tornando
dificil identificar qual variante tem um efeito funcional (GROZEVA, 2019).
Recentemente, outros loci significativos, foram associados a LOAD, através da anélise
GWAS, de amostras de grandes consorcios mundiais de pesquisa em DA,
identificando TRIP4, ECHDC3, IQCK, ACE, ADAM10 e ADAMTS1 como locus de
suceptibilidade (KUNKLE et al, 2019).

Ainda assim, esses estudos GWAS carecem de ser confirmados em
populacdes distintas, uma vez que cada etnia e individuo apresentam distintos perfis

de variagcdo genética.

2.8.1 Gene CASS4

A patologia da DA é fortemente associada com o gene CASS4 pelo IGAP
(Projeto Internacional de Gendémica da Doenca de Alzheimer), sendo confirmado por
estudos seguintes(SESHADRI et al, 2010; HOLLINGWORTH et al, 2011; LAMBERT
et al; HAROLD et al, 2009; KUNKLE et al., 2019).

Sugestdo: O Projeto Internacional de Gendémica da Doenca de Alzheimer
(IGAP) demonstrou a patologia da DA é fortemente associada com o gene CASS4.
Esse resultado foi confirmado em outros estudos (SESHADRI et al, 2010;
HOLLINGWORTH et al, 2011; LAMBERT et al; HAROLD et al, 2009; KUNKLE et al.,
2019).

O gene CASS4 esta localizadono cromossomo 20g13.31 e codifica uma
proteina Scaffold, com multiplos dominios que interagem com proteinas diversas,
participando de redes de sinalizacdo, principalmente relacionadas a reorganizacao do
citoesqueleto, formacdo de adesdes focais e alteragcdes na morfologia e motilidade
celular (HASSAN ET AL., 2018).

CASS4 (Crk Associated protein member 4) é o quarto e ultimo membro descrito
da familia de proteinas CAS, que inclue NEDD9- HEF1 ou CASL, P130 ou BCAR1,
EFS ou SIN, onde o CASS4
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foi identificado por Singh et al. em 2008, através da andlise de sequencias e
RNAmM em organismos evolutivamente diversos, utilizando sequencias homologas de

outros membros da familia, para tal categorizacao.

Nos seres humanos sao conhecidas quatro variantes de transcricdo (BECK et
al., 2014). O primeiro e o segundo contém 7 éxons e codificam a mesma isoforma
proteica a de comprimento total (786 aminoacidos, considerada a isoforma principal),
o terceiro contém 6 éxons e codifica uma isoforma b mais curta (732 aminoacidos) e
0 quarto contém 5 éxons e codifica a isoforma ¢ mais curta (349 aminoéacidos) (BECK
et al., 2014; SINGH et al., 2008).

O CASS4, compreende uma proteina relacionada a sinalizacdo mediada por
integrinas e alteragdes conformacionais no citoesqueleto, implicando em relagédo com
adesOes focais, motilidade, migragao, espalhamento, desprendimento, diferenciacao
e controle do ciclo celular, além da sinalizacéo e resposta a fatores de crescimento e
resposta a patdgenos (BECK et al., 2014; SINGH et al., 2008).

Devido ao alto grau de homologia nos dominios de interacdo entre os parceiros
comuns identificados, o CASS4 provavelmente compartilha algumas funcdes com
outros membros da familia CAS, Incluindo as func¢@es relacionadas a sinalizacéo
iniciada por integrinas, resultando na reorganizacdo do citoesqueleto (HSIA et al.,
2003).

Singh et al. 2008, mostraram a interacao direta entre CASS4 e FAK (Homélogo
de PTK2B) observando a regulacao e ativacéo de FAK por CASS4, afetando a adesao
celular, migragédo e motilidade.A super expressado de CASS4 e os outros membros da
familia, foi associada ao aumento da diviséo celular em células de linhagem de cancer
(BECK et al., 2014).

O CASS4 esté relacionado a formacéo de placas neuriticas e emaranhados
neurofibrilares e consequentemente na disfuncdo sinaptica na DAE, além disso, esta
envolvido em processos inflamatorios, sinalizacdo de célcio e estabilizacdo de
microtubulos, sugerindo associacao entre CASS4 e a patogénese da DA (BECK et al.,
2014).
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Figura 10: Rede de sinalizagdo gerada por ativagdo de integrinas pelo peptidio AR (Adaptado
de (BECK et al., 2014)

Polimorfismos em CASS4 estdo associados a diminuicdo de risco de
desenvolvimento de DAE e a reducdo de placas neuriticas, enquanto outros SNP,
associam-se ao risco de desenvolvimento de DAE (HOLLINGWORTH et al, 2011,
LAMBERT et al; HAROLD et al, 2009; KUNKLE et al., 2019).

O polimorfismo rs 911159 (variacdo de G/C) foi associado ao aumento do
declinio cognitivo em uma populacdo asiatica (LIN et al., 2017). Tais polimorfsmos,
carecem de ser confirmados em populagdes distintas, a fim de se avaliar o seu

potencial uso como biomarcador preditivo para DAE.

2.9. Tratamento

Infelizmente, ainda ndo ha cura para DA. O tratamento consiste em tratar os
sintomas cognitivos e comportamentais, como forma de diminuir a progressao da
doenca. O tratamento consiste em aumentar os niveis de acetilcolina, hormdnio
neurotransmissor presente nas regides cerebrais da memaria, onde sua reducao esta
correlacionada com o déficit cognitivo (SERENIKI; VITAL, 2008; KIHARA et AL., 2004)
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O tratamento consiste na administracdo de inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE) como a tacrina, rivastigmina, donepezil, galantamina,
como forma de diminuir a degradacao da acetilcolina, aumentando seu potencial de
estimular receptores nicotinicos e muscarinicos, onde a resposta foi de uma eficacia
de 30 a 40% de melhora, em pacientes com DA leve a Moderada (SERENIKI; VITAL,
2008;GROSSBERG, 2003).

A rivastigmina (Exelon®), foi capaz de inibir tanto a enzima acetilcolinesterase
quanto a butirilcolinesterase, aumentando os niveis cerebrais de acetilcolina, mas,
com elevacdo da dose, podem ocorrer efeitos colinérgicos adversos, efeitos
gastrointestinais e 0 aumento de ganho de peso (SERENIKI; VITAL, 2008). A tacrina
(Cognex®) foi o primeiro inibidor reversivel da acetilcolinesterase a ser utilizado no
tratamento da DA, porém, pode resultar em hepatite medicamentosa, com
necessidade de suspensado do medicamento. (SERENIKI; VITAL, 2008)

A galantamina (Reminyl®) também €& um anticolinesterasico de dupla acao,
utilizado no tratamento da DA. Além de inibir a acetilcolinesterase, também é capaz
de modular os receptores nicotinicos pré sinapticos, que estao associados a liberacéo
de neurotransmissores importantes para funcdo cognitiva, onde a ligacdo da
galantamina com os subtipos de receptores nicotinicos melhorou a funcao cognitiva e
a memoria em pacientes afetados por DA (ANAND et al., 2014;SERENIKI; VITAL,
2008;)

Também séo utilizados no tratamento dos sintomas cognitivos, antagonista dos
recetores N-metil D-Aspartato (NMDA) (memantina), medicamento que possui efeitos
sobre a neurotransmissdo glutamatérgica, visto que o0 glutamato é um
neurotransmissor associado, a fun¢des cognitivas e memoria (ANAND et al., 2014).
Além do fato, que problemas na regulacdo deste neurotransmissor, como alteracdes
nos niveis e exposicao prolongadas ao glutamato, podem induzir morte aos neurdnios.
Desta forma, o tratamento combinado de Memantina e inibidores das colinesterases
em pacientes com DA é seguro, bem tolerado e pode favorecer a melhora dos
sintomas cognitivos (GROSSBERG, 2003; ANAND et al.,2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo analisar a associacdo entre o polimorfismo

rs911159
ES/Brasil.

do gene CASS4 com a Doenca de Alzheimer em pacientes de Vitoria,

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Caracterizar a amostra de pacientes com Doenca de Alzheimer Esporadica
e controles ndo demenciados;

Estimar a frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo rs911159 do gene
CASS4 em pacientes com diagnéstico provavel de Doenca de Alzheimer e
controles;

Verificar a associacdo do polimorfismo rs911159 do gene CASS4 com

Doenca de Alzheimer em pacientes de Vitéria-ES;
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4. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo transversal, observacional e analitico de associacdo
caso: controle, realizado em uma amostra da popula¢do da Grande Vitéria do estado

do Espirito Santo, Brasil.
4.1. AMOSTRA

Este estudo foi realizado em uma amostra de 143 individuos né&o
consanguineos residentes da Grande Vitoria, ES atendidos no Hospital Santa Casa
de Misericordia de Vitoria (HSCMV) ou Centro de Referéncia de Atendimento ao Idoso
(CRAI). A amostra deste trabalho contou com 78 pacientes com diagnostico provavel
de Doenca de Alzheimer (DA) e 69 controles sem a doenca. Todos os participantes
foram avaliados pelo médico geriatra Dr. Renato Lirio Morelato. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da UFES.
Os participantes do estudo ou representantes legais assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido para participar do estudo.

Os pacientes desta pesquisa foram diagnosticados com Doenca de Alzheimer
Esporadica Provavel segundo os critérios de Manual of Mental Disorders (DSM-1V) e
National Institute of Neurological and Communicative Diseases and
Stroke/Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS/ ADRDA)
(MCKHANN et al., 1984). Todos os participantes da pesquisa foram avaliados para
Mini-Mental State Examination (MMSE) (FOLSTEIN; FOLSTEIN; MCHUGH, 1975) e
apresentaram valores de score médios de 13+6 para pacientes e 21+5 para controles
(p<0,001). Os valores médios de Dementia Rating Scale (CDR), que caracteriza o
comprometimento funcional da deméncia de acordo com valores de 0= normal, 0,5=
limitrofe, 1= leve, 2= moderado e 3= severo mostrou que, em média, 0s pacientes da

amostra apresentaram valores de CDR=2, com gravidade moderada da deméncia.

A amostra foi caracterizada pelos pesquisadores do grupo de pesquisa e 0s
grupos de casos e controles foram pareados quanto as variaveis: sexo, etnia,
escolaridade e idade. O status dos polimorfismos do gene APOE foram obtidos a partir
do trabalho de DE-ALMADA et al. (2012).
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A analise genotipica foi realizada com DNA gendmico total extraido e mantido
sob condicbes adequadas de armazenamento e resfriamento. As sequéncias
referéncias do gene CASS4 utilizadas neste trabalho foram obtidas no banco de dados
do site National Center for Biotechnology Information (NCBI). O polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) rs911159 no gene CASS4 foi investigado através da técnica
de Polimerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP), utilizando primers especificos, como descritos no Quadro 1, desenhados
utilizando-se o site: Primer3 v. 0.4.0 (NEFF; TURK; KALISHMAN, 2002) e gerando um
amplicon de 200 pb. A localizacdo das sequéncias dos primers no gene CASS4 e sua

especificidade no genoma foram verificadas através do programa: Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST), ferramenta disponivel no site do NCBI.

Quadro 1: Primers desenhados para a PCR do SNP rs911159 do geneCASS4.

Primer Sequéncia 5’- 3’
CASS4 (Forward) | TGGGATTGGAGTAGCAGTCA
CASS4 (Reverse) | AGCAAACACTTCCACCAACC

As condi¢bes de padronizacdo do PCR quanto a temperatura de amplificacédo

e aos volumes e concentracbes da reacdo estdo exibidas nos quadros 2 e 3,

respectivamente.

Quadro 2: Padronizagéo das temperaturas da reacdo de PCR para o SNP rs911159 do gene CASSA4.

Etapas Temperatura | Tempo | Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 10’ 1
Desnaturacao 94°C 30” 35
Hibridizacdo 60°C 30”

Extenséo 72°C 30”

Extensédo Final 72°C 7 1
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Quadro 3: Padroniza¢do dos volumes e concentracdes da reacdo de PCR para o SNP rs911159 do
gene CASS4.

Reagentes Volume (10pl) finais) | Concentracao final dos
reagentes
PCR Buffer 1uL 1x
MgCl2 0,6puL 1,5mM
dNTP 0,2uL 0,2mM
Primer F 1uL 0,5mM
Primer R luL 0,5mM
DNA Polimerase 0,1uL 0,05mM
DNA 1uL 40 ng/pL

Os produtos de PCR foram submetidos a digestdo, pelo uso de uma
endonuclease de restricdo, onde o sitio de clivagem e a escolha da enzima
correspondente, foi obtida por meio da ferramenta do siteNEBcutter, onde foi
escolhida a enzimaRsal (INVITROGEN).Cerca de 5 pL de produto de PCR foram
adicionados al pL de 10X Buffer e 0,1uL da enzima, por 15 a 37°C. O resultado foi
visualizadoem eletroforese em gel de poliacrilamida na concentracdo de 8% tampé&o
(TBE 10X). Individuos homozigotos para o genétipo G apresentavam uma banda de
200 pb. Aqueles homozigotos para o alelo A apresentavam duas bandas, uma de
167pb e outra de 33pb. Individuos heterozigotos apresentavam trés bandas no gel, de
33pb, 167 pb e 200pb.

Quadro 4: Reacéo de restricdo por endonucleaseRSAI, dos produtos de PCR de CASS4

Gene/SNP Enzima Tempo/Temperatura Gel Fragmentos gerados
CASSs4 , o Poli 167pb e 33pbAleloA
rs911159 RSAI 15min/37°C acrilamida8% 200pb Alelo G
lad Lad

GA GG GG GG GG 25pb 100pb

200pb
167pb

Figura 11: respectivos fragmentos gerados apds clivagem enzimatica e seus padrdes de banca obtidos
através de eletroforese em gel de policrilamida a 8%, corado com nitrato de prata.
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4.2.1. ANALISE ESTATISTICA

Para o grupo de pacientes e controles foi calculado o Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EH-W) por meio da ferramenta online OnlineEncyclopedia for
GeneticEpidemiologyStudies (OEGE) com 1 grau de liberdade (RODRIGUEZ;
GAUNT; DAY, 2009).Para avaliar a associacdo entre os genotipos e a DA a
analiseestatistica foi realizada no programa SPSS software versao 23.0 (IBM) para
Windows. Na caracterizacdo da amostra para comparar a idade entre pacientes e
controles foi feito o teste de Mann-Whitney. O teste do Qui-quadrado foi realizado para
comparacao entre amostras de pacientes e controles com os dados de género, etnia,
escolaridade e o status do APOE. Foi considerado em status do APOE a presenca de
pelo menos um alelo €4. A etnia foi composta por individuos de ascendéncia
Caucasiana e Afrodescendente. Para escolaridade, foi considerado alfabetizado e
ndo-alfabetizado. Para analise de regressdo logistica os valores foram ajustados
usando as variaveis idade, género, etnia, nivel de escolaridade e status APOEea.

Foram considerados significativos os valores de p<0,05.
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Os dados de caracterizacdo da amostra, referentes a composicao étnica,

escolaridade, idade, género e o status do APOE estdo expostos na tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas da amostra.

Pacientes

Controles

Variavel 74 (100%) 69 (100%) Valor-p
Sexo
Masculino 26 (35,1%) 20 (29,0%) 0.4312
Feminino 48 (64,9%) 49 (71,0%)
Escolaridade
Alfabetizado 41 (55,5%) 41 (59,6%)
Naoalfabetizado 25 (33,7%) 24 (34,7%) 0.9102
Naoidentificado 8 (10,8%) 4 (5,7%)
OrigemEtnica
Caucasianos 43 (58,2%) 36 (52,2%)
Afro-Brasileiros 26 (35,1%) 33 (47,8%) 0.2282
N&oidentificados 5 (6,7%) 0
Status APOE
€4 + 42 (56,8%) 17 (24,6%) 0.0012
€4 - 32 (43,2%) 52 (75,4%)
Idade (média e desvio padréo) 80,3%+6,5 79,5+£5,3 0.101°b

€4+ = portadores €4; €4- = ndo portadores €4; DP = desvio padrdo; a = paciente com DA versus
grupo controle pelo teste X2; b = valor de p do paciente com DA versus grupo controle pelo teste de

Mann-Whitney; Valor de p < 0,05 considerado significativo.

Como esperado, foi observada diferenca significativa para as frequéncias de

APOEz:e4+ entre pacientes com DA (56,8%) e controles saudaveis (24,6%). Nao houve

diferenca significativa para as variaveis escolaridade, idade, composi¢éo étnica e de

género entre as amostras de pacientes e controles, indicando que as amostras estao

pareadas quanto a estes parametros.

A frequéncia do alelo G na populagao total estuda, foi 0,92 ou 92%, enquanto

para o alelo A, foi de 0.08 ou 8%. As freqliéncias genotipicas encontradas em cada

grupo, foram de 94,6% e 73,9% para o0 genotipo GG entre pacientes afetados e

controles saudaveis, respectivamente. Ja, para o gendtipo GA, os pacientes exibiram

frequéncia genotipica de 5,4% e os controles saudaveis, 26,1%. O gendtipo AA, néo

foi encontrado na amostra avaliada. As frequéncias genotipicas encontradas estdo em
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Equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW) para controles e pacientes na amostra
analisada.

A andlise de regresséo logistica esta demonstrada na Tabela 3. Foi observada
associacao positiva do genétipo GA de rs911159 CASS4(valor de p=0.001) para a DA
(OR=0.187-1; IC = 0.059 — 0,59) na populacédo estudada.

Tabela 3. Andlise de frequéncias de gendtipos e regresséao logistica do polimorfismo rs911159 CASSA4.

Genotipo Pacientes Controles p onlb p
N=74 N= 69 valor? OR (95%IC) valor®
GG 70 (94,6%) 51 (73,9%) 1 (referéncia) -
GA 4 (5.4%) 18 (26,1%) 0001 0,187 (0,059-0,590) 0,005
AA 0 0

Valor de p considerado significativo <0,05; a = paciente versus grupo controle pelo teste x2; OR = razao
de chances; IC = intervalo de confianc¢a; b = regressao logistica; ¢ = valor de p ajustado pelas variaveis
idade, sexo, escolaridade e estado de APOE e4+.



56

6. DISCUSSAO

A doenca de Alzheimer de inicio tardio (DAE) é um distdrbio multifatorial que
se associa com mais de vinte loci ligados ao risco da doenca. Em varios casos, as
funcBes das proteinas codificadas por estas variantes genéticas ainda nao foram
totalmente esclarecidas na etiologia da DAE (ROSENTHAL et al., 2014). Estudos de
GWAS identificaram variantes genéticas associadas ao risco de DAE, porém, tais
estudos carecem de ser replicados em populacdes distintas, a fim de se validar tais
variantes.

Polimorfismos no gene CASS4 foram reportados como associados a DAE em
estudos de GWAS e meta-analises (HOLLINGWORTH et al., 2011; LAMBERT et al.,
2013; KUNKLE, 2019). O gene CASS4 localiza-se no cromossomo 20g13.31 e
codifica uma proteina scaffold que faz parte da familia das proteinas Cas (Crk
Associated Substrate) implicadas em adesé&o celular, migracao celular e motilidade
(SINGH et al., 2008). Em relacdo as patologias humanas, outros membros da familia
Cas foram mais bem caracterizados como Bcarl e Need9 (BECK et al., 2014).

Singh et al. (2008) analisaram os niveis de homologia entre os membros desta
familia através da analise de regibes conservadas em organismos diversos. Os
pesquisadores observaram que os membros desta familia de proteinas scaffold
possuem alta homologia e compartilham caracteristicas estruturais semelhantes. Tais
proteinas possuem um dominio SH3, que fortemente interage com peptidios que
possuem residuos de poliprolina, como a FAK (Cinase da adesdao focal). No terminal
carboxi, compartilham um dominio protéico com menor grau de homologia, e quando
0os aminoacidos Tirosina presentes neste dominio sdo fosforilados, sua estrutura
conformacional é alterada, permitindo a ligacdo com proteinas que possuem o0
dominio SH2 (SINGH et al., 2008).

Posteriormente a fosforilagdo de CAS por FAK, quinases da familia SRC, ligam-
se a sitios ativos gerados em CAS pelo evento de fosforilagdo por FAK, criando locais
de ligacdo para CRK e proteinas associadas que reorganizam o citoesqueleto de
actina, influenciando a adesdo, migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular
(DENEKA et al., 2015). Ainda nesta proteina, existem feixes de um segmento dobrado

helicoidalmente e rico em residuos de serina e também um segundo feixe
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tetrahelicoidal, que executa funcdo semelhante ao dominio de adesao focal (FAT),
além de estas regides exibirem alto grau de homologia em todos os membros da
familia (SINGH et al., 2008). A alta homologia e conservacao destes dominios refletem
gue muitas fungcdes em vias de sinalizacao séo realizadas por mais de um membro da
familia (BECK et al., 2014).

Os estudos relacionados a fungéo deste grupo de proteinas, evidenciou relagdo
destas ao céancer (BECK et al., 2014). Porém, analises genéticas implicaram
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) de genes desta familia, como do gene
CASS4, a doenca de Alzheimer (HOLLINGWORTH et al., 2011; LAMBERT et al.,
2013; KUNKLE, 2019). Acredita-se que a ativacdo e fosforilacdo da proteina Cas
ocorre devido sua ligacdo com integrinas de superficie celular ativadas por adeséo
focal quinase (FAK) ou por seu paralogo PTK2B, também conhecido como RAFTK ou
Pyk2 (HSIA et al., 2003).

A relacdo deste grupo de moléculas com a doenca de Alzheimer pode ser
explicada, pois o peptidio B-amildide (peptideo AB) também pode se ligar a integrinas.
Estas proteinas transmembranares mediam a ligacéo de células a matriz extracelular,
induzindo rede de sinalizacédo que podem levar a modulacéo dos efeitos neurotoxicos,
iniciados pela ligacéo de integrinas aos peptideos AB (ZIEGLER et al., 2008; KARRAN
et al., 2011, SABO et al., 1995; BECK et al., 2014).

As integrinas podem atuar na depuracao dos peptideos AB em neurdnios do
hipocampo e em células microgliais, visto que por reconhecer peptideos AB e induzir
vias de sinalizacéo, que resultam em modificacdo da ancoragem e estabilizacdo do
citoesqueleto, influenciando nos processos de envaginacao e endocitose, afetando o
processamento deste peptidio e a resposta gerada pela célula (Bl et al., 2002; BECK
et al., 2014).

As integrinas quando ativadas, induzem o complexo SRC/FAK (PTK2) que séo
parceiros interativos essenciais da proteina Cass4 (HASSAN et al., 2018). Assim, é
provavel que a proteina Cass4, atue como um regulador funcional importante na
patogénese da DAE, interagindo com varias outras proteinas através de vias de
sinalizacdo (BECK et al., 2014). Diante deste fato, a investigacdo do efeito de
polimorfismos em CASS4, € essencial para a compreensao da patogénese da DAE.
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Jé& foram identificadas diversas variantes genéticas do gene CASS4 associados
com a DAE. O primeiro polimorfismo associado a protecdo foi 0 SNPrs7274581
observado em um estudo de GWAS (Lambert et al., 2013). Esta associacao foi
confirmada em estudos funcionais que utilizaram amostras de autopsias cerebrais de
pacientes com DAE (Beecham et al., 2014). Por outro lado, o SNPrs16979934 CASS4
foi associado com risco para a DAE que relacionou este polimorfismo com aumento
da taxa de progresséo da doenca (WANG et al., 2015). Ja o SNP rs6024870 CASS4,
foi associado a protecao contra DAE em um estudo de meta-analise (KUNKLE et al.,
2018), e outras pesquisas indicaram participacdo deste mesmo SNP com a
progresséo lenta dos sintomas de DAE e uma relagdo com uma menor carga de
emaranhados de proteina Tau (ANDREWS; FULTON-HOWARD; GOATE, 2019;
BEECHAM et al., 2014).

O polimorfismo rs911159 CASS4, foco da presente pesquisa,encontra-
senoexon 3 deste gene e gera uma variante de sequencia de codificacdo, que
ocasiona em um cédon equivalente para o aminoacido Valina [GTG]> V [GTA],
constituindo uma variagdo sinénima, na qual ndo ha alteracdo de aminoacido na
proteina (NCBI, 2020).

Em um estudo de associacdo caso: controle, em uma populagéo de Taiwan, o
alelo de menor frequéncia, o alelo A, desta variante foi associada ao risco de
envelhecimento e declinio cognitivo (LIN et al., 2017). Este estudo sugere que
portadores do gendtipo AA da variante rs911159 CASS4 apresentam risco 7 vezes
maior de envelhecimento cognitivo, em comparacao com aqueles com o genotipo GG.

Este resultado difere daquele observado no presente trabalho, onde o gendétipo
GA foi encontrado como fator de protecdo (OR= 0,187; IC= 0,059-0,590; p=0,005)
contra o gendtipo GG de pacientes com DAE do ES. O genétipo AA ndo foi encontrado
na amostra analisada, provavelmente, devido ao pequeno nimero amostral.

Uma das hipoteses que podem explicar esta diferenca quanto ao tipo de
associacdo do SNP rs911159 CASS4 com a DA é com base nas diferencas de
backgrounds genéticos entre as amostras destes dois estudos. Enquanto Lin et al.
(2017) estudaram individuos de ascendéncia oriental, este trabalho avaliou individuos
brasileiros de ascendéncia caucasiana e afro-descendente.

Assim, os resultados desta pesquisa sugerem que o SNP rs911159 CASS4

participe como fator de protecao contra a DAE em pacientes do ES/Brasil, apoiando a
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participagéo de genes da via inflamatoria na etiologia desta doencga. Estes resultados
poderdo, no futuro, auxiliar em estratégias de busca de biomarcadores para a DAE.
Contudo, como ainda é pequena a quantidade de pesquisas dos aspectos genéticos
do gene CASS4, ainda sé@o necessarios mais estudos que ajudem a esclarecer a

influéncia deste gene de via inflamatoria na etiologia DAE.
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7. CONCLUSAO

Apesar da DAE ser uma doencga de etiologia complexa, inimeros esforgcos tém
sido realizados para tentar elucidar as causas de tal patologia, ainda sem cura. Os
resultados aqui  encontrados, sugerem que a variante  genética
rs9111959 CASS4 esta associada a Doenca de Alzheimer em pacientes do ES/Brasil,
atuando como fator de protecdo e apoiando a participacdo da via inflamatoria na
etiologia da DA.Este resultado € de suma importancia, pois valida a associacdo de
polimorfismos do gene CASS4 na DAE em pacientes do ES, Brasil. Porém ainda
existem poucas informacdes sobre a influéncia deste polimorfismo em outros locais
do pais e do mundo. Estes resultados inéditos poderdo contribuir, no futuro, na
elaboracdo de perfis de biomarcadores de diagnéstico para DAE favorecendo a
escolha mais adequada de tratamento para os pacientes com a doenca.
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