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RESUMO 
 

Estima-se que o aumento na expectativa de vida resulte numa elevação de 
demências em 225% até 2050, principalmente doenças neurodegenerativas 
esporádicas em indivíduos com mais de 65 anos. Dentre estas, a doença de Alzheimer 
(DA) e doença de Parkinson (DP), correspondem às mais frequentes, e ainda carecem 
de cura e compreensão dos mecanismos e fatores etiológicos envolvidos. A DA 
apresenta acúmulo de placas β-amiloide (βA) e emaranhados neurofibrilares 
extracelulares (ENF), resultando na perda neuronal e atrofia cerebral, causando perda 
de memória e cognição. Já na DP ocorre a perda progressiva de neurônios 
dopaminérgicos da substância nigra pars compacta (SNpc) e das projeções do corpo 
estriado, além de inclusões citoplasmáticas de agregados de proteínas insolúveis 
(Corpos de Lewy), levando à rigidez muscular e alterações do movimento, com 
presença de tremor, e ocasionalmente quadros depressivos e demenciais. Logo, a 
investigação de fatores de risco nessas doenças, ampliando o conhecimento de sua 
etiologia e propondo novos alvos terapêuticos, é extremamente urgente. Com este 
objetivo, buscamos replicar na população sul-brasileira polimorfismos associados a 
DA em populações europeias. Também investigamos três polimorfismos sem relato 
prévio de associação, genotipando até 150 pacientes e 114 controles para 23 
polimorfismos ao total (PCR-SSP e iPLEX MassARRAY). Para os polimorfismos 
associados, realizamos extensa investigação in silico para avaliar seu possível papel 
funcional. Adicionalmente, mensuramos o receptor 1 do complemento solúvel (sCR1) 
em plasma de pacientes e controles através de ensaio de imunoadsorbância ligada a 
enzima (ELISA). Para avaliar uma das vias da neuroinflamação, investigamos a 
presença de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) no plasma de pacientes 
e controles, através de ELISA. Também investigamos a regulação do gene Kynu 
(quinureninase da via das quinureninas) em até 22 ratos induzidos a DP, através de 
injeção de rotenona, e 18 ratos sham. Investigamos o padrão de metilação de dois 
sítios CpG (pirosequenciamento) e a expressão gênica de Kynu (RT-qPCR), 
correlacionando os dados obtidos com a análise do teste de reconhecimento de objeto 
(RDO), em grupos suplementados ou não, com ácido fólico e vitamina B12. Por meio 
dos resultados, evidenciou-se a importância da replicação de associações em 
diferentes populações, pois apenas quatro variantes de 20 permaneceram associadas 
na população sul-brasileira. A análise in silico mostrou que um dos polimorfismos 
avaliados, e oito variantes em desequilíbrio de ligação, encontram-se na sequência 
de seis longos RNA não codificadores, até então não associados a DA. Relatamos a 
primeira associação de polimorfismos de CR1 em uma população latino-americana, 
com o rs3849266 formando um haplótipo com rs2274567 (CA/CA), até então não 
investigado na DA, destacando a importância de análises haplotípicas com variantes 
em região regulatória. Pela primeira vez, evidenciamos a formação de NETs em 
pacientes sul-brasileiros de DA, discutindo a possibilidade de envolvimento do sistema 
complemento no recrutamento dos neutrófilos às placas. Por fim, evidenciamos que 
uma intervenção simples com suplementação de ácido fólico e vitamina B12 pode 
prevenir o comprometimento da memória causado pela rotenona no modelo de DP, 
podendo esta intervenção ser cogitada como uma terapia auxiliar para redução de 
sintomas em pacientes com DP. 
 
Palavras-chave: Doença de Alzheimer. Doença de Parkinson. Epigenética. 

Neuroinflamação. Polimorfismos. 



 

 

ABSTRACT 
 

It is estimated that the rise in life expectancy results in an increase in dementia 
by 225% until 2050, mainly sporadic neurodegenerative diseases in individuals over 
65 years of age. Among these, Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease (PD) 
correspond to the most frequent and still lack a cure and understanding of the 
mechanisms and etiological factors involved. AD presents an accumulation of β-
amyloid plaques (βA) and extracellular neurofibrillary tangles (NFT), resulting in 
neuronal loss and cerebral atrophy, causing loss of memory and cognition. In PD, there 
is a progressive loss of dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta 
(SNpc) and striatum projections, in addition to cytoplasmic inclusions of insoluble 
protein aggregates (Lewy bodies), leading to muscle stiffness and movement changes, 
presence of tremor, and occasionally depression and dementia. Therefore, 
investigating risk factors in these diseases, expanding the knowledge on their etiology, 
and proposing new therapeutic targets is extremely urgent. With this objective, we seek 
to replicate in the South Brazilian population polymorphisms associated with AD in 
European populations. We also investigated three polymorphisms with no previous 
association report, genotyping up to 150 patients, and 114 controls, totalizing 23 
polymorphisms (PCR-SSP and iPLEX MassARRAY). For associated polymorphisms, 
we have carried out extensive in silico research to assess their possible functional role. 
Additionally, we measured the soluble complement receptor (sCR1) in patients and 
controls plasma using the enzyme-linked immunoadsorbent assay (ELISA). To assess 
one of the pathways of neuroinflammation, we investigated the presence of neutrophil 
extracellular traps (NETs) in the plasma of patients and controls, using ELISA. We also 
investigated the regulation of the Kynu gene (Kynureninase from the Kynurenine 
pathway) in up to 22 rats induced for PD through rotenone injection, and 18 sham rats. 
We investigated the methylation pattern of two CpG sites (pyrosequencing) and Kynu 
gene expression (RT-qPCR), correlating with the data obtained with the analysis of the 
Object Recognition Task test (ORT), in groups supplemented or not, with folic acid and 
vitamin B12. The importance of replicating associations in different populations 
became evident through the results, as only four variants of 20 were associated in the 
Southern Brazilian population. The in silico analysis showed that one of the evaluated 
polymorphisms, and eight variants in linkage disequilibrium, are found in the sequence 
of six long non-coding RNA genes, hitherto not associated with AD. We report the first 
association of CR1 polymorphisms in a Latin-American population, with rs3849266 
forming an haplotype with rs2274567 (CA / CA), hitherto not investigated in AD, 
highlighting the importance of haplotypic analyzes with variants in regulatory regions. 
For the first time, we have evidenced the formation of NETs in Southern Brazilian 
patients with AD, raising the possibility of involvement of the complement system in 
the recruitment of neutrophils to plaques. Finally, we show that a simple intervention 
with folic acid and vitamin B12 supplementation can prevent memory impairment 
caused by rotenone in the PD model. This intervention can be considered a potential 
auxiliary therapy to reduce symptoms in PD patients. 

 
Keywords: Alzheimer’s disease. Parkinson’s Disease. Epigenetics. 

Neuroinflammation. Polymorphisms. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

Com o aumento da expectativa de vida da população, estima-se que 

demências associadas à idade aumentem 225% em número, de 2010 a 2050 

(PRINCE et al., 2013). Dentre estas, as doenças neurodegenerativas são 

responsáveis por grande parte dos números de casos e afetam normalmente pessoas 

acima dos 65 anos (forma esporádica), embora também se expressem em menor 

número de forma precoce (familial). Sua ocorrência leva a progressivos danos 

neuronais, com deterioração gradual das funções e controle do sistema nervoso, 

apresentando como principal marcador patológico o acúmulo de proteínas 

características em agregados insolúveis em, ou entre, neurônios e células gliais 

(KWOK, 2010; BRETTSCHNEIDER et al., 2015). Dentre essas doenças, as de maior 

frequência na população de idosos são a doença de Alzheimer (DA) e a doença de 

Parkinson (DP) (DUTHEY, 2013; DRAOUI et al., 2020). 

A DA apresenta como característica neuropatológica principal, o acúmulo de 

placas da proteína β-amiloide (βA) e emaranhados neurofribilares extracelulares 

(ENF). Este acúmulo leva à perda neuronal e atrofia cerebral, desencadeando 

quadros de perda de memória e demais capacidades cognitivas (SMITH, 1999). Esta 

doença apresenta diversos polimorfismos gênicos associados, grande parte 

encontrados por estudos de associação do genoma total (GWAS) (LAMBERT et al., 

2009, 2013; CRUCHAGA et al., 2013). Dessa maneira, muitas dessas associações 

não possuem, até o momento, uma explicação funcional dentro da fisiopatologia da 

DA. Além disso, vários desses polimorfismos encontram-se em genes envolvidos com 

a resposta imune e o processo neuroinflamatório, que está intimamente relacionado 

com a patologia da DA (DU et al., 2018; MORGAN et al., 2019). Recentemente, foi 

relatada a formação de armadilhas extracelulares pelos neutrófilos (NETs) em cérebro 

de pacientes com DA, reforçando ainda mais a importância da neuroinflamação 

(ZENARO et al., 2015; PIETRONIGRO et al., 2017). Estudos que elucidem o papel da 

neuroinflamação na DA e desvendem o papel funcional desses polimorfismos são de 

extrema urgência e relevância para a compreensão dessa doença. 

Na DP, ocorre a perda progressiva de neurônios dopaminérgicos da 

substância nigra pars compacta (SNpc) e das projeções do corpo estriado, 

apresentando também inclusões citoplasmáticas de agregados de proteínas 

insolúveis (como a α-sinucleína), denominados Corpos de Lewy. Como resultado 
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desse processo, observa-se sintomatologia típica de rigidez muscular, tremor, 

bradicinesia e instabilidade postural, além de, em alguns casos, quadros depressivos 

e demênciais (LOTHARIUS e BRUNDIN, 2002; MIGLIORE e COPPEDÈ, 2009; 

URDINGUIO et al., 2009; KAPEZINSKI et al., 2011). Diferentes vias metabólicas têm 

sido investigadas e associadas com essa patologia, sendo uma delas a via das 

quinureninas (FAGOTTI et al., 2019; IWAOKA et al., 2020). Recentemente, foi 

observado em modelo animal da DP um excesso de quinurenina, um metabólito 

importante da via, já associado com outras doenças neurológicas (ZWILLING et al., 

2011; LOVELACE et al., 2017; FAGOTTI et al., 2019). Nesse sentido, investigações 

envolvendo essa via e a sua regulação podem auxiliar a elucidar o seu papel na 

fisiopatologia da doença. 

Sendo assim, pretende-se replicar polimorfismos gênicos associados a DA, 

na população sul brasileira, assim como investigar o possível papel funcional dessas 

variantes. Considerando a importância da neuroinflamação na DA e o recente relato 

da presença de NETs em pacientes, buscamos analisar o seu papel na doença. Além 

disso, procuramos compreender a regulação epigenética do gene KYNU (um dos 

responsáveis pelo processamento da quinurenina) da via das quinureninas, testando 

possíveis alterações no mecanismo de regulação da expressão gênica através da 

suplementação com ácido fólico e vitamina B12, e verificando o papel desse gene, na 

fisiopatologia da DP. 

 



23 
 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1  DOENÇA DE ALZHEIMER (DA) 

 

2.1.1 A doença e seus aspectos clínicos 

 

A doença de Alzheimer (DA) (OMIM #104300) é a doença neurodegenerativa 

progressiva mais comum entre idosos, sendo responsável pela maioria dos casos de 

demência no mundo (MIGLIORE; COPPEDÈ, 2009; KWOK, 2010; DUTHEY, 2013; 

ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). A DA foi descoberta em 1906 pelo psiquiatra 

e neurologista alemão Dr. Alois Alzheimer, que a descreveu como uma “doença 

peculiar do córtex cerebral”, baseado nas entrevistas e autópsia de sua paciente 

Auguste Deter (ALZHEIMER, 1907). 

De maneira geral, a sintomatologia nessa patologia corresponde a um 

progressivo declínio cognitivo que abrange as áreas da memória, raciocínio, 

linguagem, capacidade de aprendizado, além de levar a alterações bruscas de humor 

e alterações visuais. Os sintomas são resultantes da perda sináptica e morte neuronal 

iniciada na região do hipocampo, que progride posteriormente para as demais áreas 

cerebrais (MIGLIORE; COPPEDÈ, 2009; DUTHEY, 2013; ASSOCIATION, 2017). O 

sintoma inicial e mais comum é a piora gradual na capacidade de lembrar novas 

informações, o que normalmente leva a primeira procura por orientações médicas, 

embora pesquisas sugiram que as alterações patológicas iniciem até 20 anos antes 

dos primeiros sintomas (JACK et al., 2009; ASSOCIATION, 2017). É importante 

ressaltar que os sintomas de DA podem iniciar e se desenvolver de maneira diferente 

entre os indivíduos (ASSOCIATION, 2017). 

São considerados biomarcadores da doença o acúmulo de fragmentos da 

proteína beta-amiloide (βA) (formando as placas βA) no meio extracelular, e o acúmulo 

dentro dos neurônios, da proteína tau hiperfosforilada, criando emaranhados 

neurofibrilares (ENF do inglês Neurofibrillary Tangles - NFT) (FIGURA 1) 

(ASSOCIATION, 2017; ARSHAVSKY, 2020). Considera-se que as placas βA 

contribuam para a perda da comunicação interneuronal (sinapses) e ativação da 

neuroinflamação, e os ENFs bloqueiam o transporte de nutrientes e demais processos 

celulares essenciais dentro dos neurônios, desencadeando a morte celular 

(ASSOCIATION, 2017; OFFRINGA-HUP, 2020; ABEYSINGHE et al., 2020). Os 
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cérebros de pessoas com DA em estágio avançado apresentam processo inflamatório 

e encolhimento dramático de volume, devido à perda celular (HUANG; MUCKE, 2012; 

ASSOCIATION, 2017). 
 

FIGURA 1 - BIOMARCADORES DA DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

A – Fotomicrografia de uma placa amiloide; B – Fotomicrografia de emaranhados neurofibrilares nos 
corpos celulares. FONTE: Adaptado de (SISODIA; ST GEORGE-HYSLOP, 2002)

 

Existem diversos fatores que são considerados como de risco ou protetivos 

ao desenvolvimento da DA. A idade avançada, histórico familiar e genética1, doenças 

cardiovasculares e do metabolismo (como hipertensão, diabetes, dislipidemias e 

obesidade), traumatismo cranianos e escolaridade baixa, são considerados fatores de 

risco que podem levar a um aumento na susceptibilidade a DA. Já o engajamento 

social e cognitivo com níveis de escolaridade altos, são considerados protetivos 

(FROTA et al., 2016; LANE et al., 2018; ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). 

Com mais de um século desde sua descoberta, ainda não há cura para DA e 

sua etiologia ainda não é completamente elucidada, levando a diversas hipóteses 

sobre seu surgimento, que de maneira geral, não são excludentes entre si. Nessa 

revisão bibliográfica, focaremos nas hipóteses da cascata amiloide (devido a geração 

das placas βA), metabólica e neuroinflamatória, pois são as que apresentam o 

envolvimento dos produtos dos genes e mecanismos analisados experimentalmente 

nesse trabalho. 

 

_______________  
 
1 Fatores genéticos envolvidos na DA serão detalhados no item 2.1.5 dessa tese. 
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 Hipótese da cascata amiloide  
 

A amiloidogênese é um mecanismo que ocorre em situações normais no 

cérebro, sendo considerado um processo neuroprotetor. Porém, quando há o acúmulo 

excessivo ou problemas na depuração extracelular dos peptídeos βA, ocorre um 

processo patológico (FROTA et al., 2016). Postulada no início da década de 90 

(HARDY; HIGGINS, 1992), a hipótese da cascata amiloide explica a formação das 

placas βA e considera que a deposição de peptídeos βA constituem o gatilho inicial 

da doença, sendo que a formação de ENFs, morte celular e demência seriam 

consequências desse processo (KWOK, 2010; REITZ, 2012).  

Os peptídeos βA são resultantes do processamento da proteína precursora 

amiloide (PPA/APP), a qual aparenta ter funções fisiológicas fundamentais na 

neuroplasticidade (FALCO et al., 2015). A APP é uma proteína integral de membrana 

do tipo 1, que contêm um peptídeo sinal amino-terminal, um grande ectodomínio com 

sítios para N-glicosilação, uma única hélice de membrana e um domínio 

citoplasmático curto (SCHONROCK et al., 2012). Em humanos, a proteína expressa 

pode ser resultante de três isoformas (695 / 751 / 770), sendo que em neurônios, a 

isoforma predominante é a 695 (SCHONROCK et al., 2012; CANOBBIO et al., 2015). 

Essa proteína pode ser processada através da via não amiloidogênica ou 

amiloidogênica. No processamento não amiloidogênico, a APP é processada pela α-

secretase, gerando a APPα solúvel e um fragmento C83-terminal, que posteriormente 

será processado pela γ-secretase, originando o fragmento P3. Já no processamento 

amiloidogênico, a APP é processada primeiramente pela β secretase (BACE1), 

originando APPβ solúvel e um fragmento C99-terminal. Esse fragmento é novamente 

processado, agora por um complexo γ-secretase, resultando em um monômero βA e 

um fragmento AICD (domínio intracelular da APP), que será clivado por caspases, 

gerando o fragmento C31-terminal. O local de clivagem utilizado pela γ-secretase na 

via amiloidogênica determina se as espécies de βA serão predominantemente βA40 

ou βA42 (que correspondem às espécies mais agregadas e neurotóxicas). 

Posteriormente, há agregação dos monômeros em oligômeros, que se juntam 

formando as fibrilas e, em seguida, as placas (FIGURA 2) (SCHONROCK et al., 2012; 

CANOBBIO et al., 2015; HEPPNER et al., 2015). 
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FIGURA 2 - PROCESSAMENTO DA PROTEINA PRECURSORA AMILOIDE E GERAÇÃO DAS 
PLACAS 

 
FONTE: adaptado de SCHONROCK et al., 2012 e HEPPNER et al., 2015. 

 

Diversos autores demonstraram que nas formas familiares da doença, há 

mutações no gene da APP, das preselinas 1 (PSEN1) e 2 (PSEN2), que codificam o 

complexo γ-secretase envolvido na produção de βA2, reforçando a ideia dessa 

hipótese (HEPPNER et al., 2015). 

 

 Hipótese metabólica e vascular 
 

Do ponto de vista metabólico, o cérebro humano é um dos órgãos mais ativos 

do corpo, necessitando de um alto suprimento de glicose para produção de energia e 

execução de suas funções (FALCO et al., 2015). Pacientes com DA apresentam uma 

redução na taxa metabólica de glicose em áreas regionais do cérebro, particularmente 

no córtex cingulado posterior, no giro parahipocampal e nas áreas occipitais, 

sugerindo vias neurofisiológicas comuns de degeneração (MOSCONI et al., 2003; YIN 

et al., 2016), sendo que essas alterações podem ocorrer décadas antes dos primeiros 

sintomas (FROTA et al., 2016). Além disso, vários autores já demonstraram que a 

insulina é importante no processamento da memória, sendo capaz de atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE) e ser produzida constitutivamente no cérebro. 

Pacientes com DA apresentam uma redução nos níveis de insulina, assim como uma 

_______________  
 
2 A relação com as associações genéticas serão detalhadas no item 2.1.5 dessa tese. 
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menor disposição de receptores específicos para insulina no tecido cerebral. Este 

quadro pode ser revertido por intervenção farmacológica, revertendo também o déficit 

cognitivo (revisto por FALCO et al., 2015).  

A unidade neurovascular (NVU) é composta por células endoteliais cerebrais, 

pericitos ou células do músculo liso vascular, glia e neurônios, sendo responsável por 

controlar a permeabilidade da BHE e o fluxo sanguíneo cerebral, mantendo a 

composição química adequada do ambiente neuronal (ZLOKOVIC, 2011). Diversas 

alterações vasculares já foram relatadas como comuns na DA, tais como a diminuição 

na densidade da microvasculatura, espessamento da membrana basal, alterações 

endoteliais, alterações inflamatórias vasculares com presença de placas 

ateroscleróticas, além da angiopatia amiloide (FROTA et al., 2016). Segundo alguns 

pesquisadores, a DA pode ser iniciada por disfunções vasculares que precedem e 

promovem o processo neurodegenerativo. Dessa forma, os pacientes com DA 

apresentam riscos aumentados de acidente vascular cerebral (AVC) hemorrágico ou 

isquêmico (ZLOKOVIC, 2011; CANOBBIO et al., 2015). 

Dentre os principais fatores de risco para DA encontram-se a hipertensão, 

diabetes e a obesidade, que são condições relacionadas a problemas vasculares e 

metabolismo da glicose (FROTA et al., 2016). Além disso, uma das isoformas do gene 

que leva a uma maior probabilidade de chance de desenvolvimento da forma 

esporádica do Alzheimer é o APOE3, responsável pelo transporte de lipídios e 

colesterol no cérebro (YAMAZAKI et al., 2019).  

Considerando as informações acima, acredita-se que síndromes metabólicas, 

apresentam uma participação significativa no surgimento e / ou desenvolvimento do 

Alzheimer. 

 

 Hipótese da neuroinflamação 
 

O processo de neuroinflamação surge como uma tentativa do organismo de 

resolver ou delimitar o quadro patológico no local, porém, quando desregulado, acaba 

levando a um agravamento no cenário, podendo resultar em uma inflamação crônica 

(WYSS-CORAY; ROGERS, 2012; KLOSKE; WILCOCK, 2020). Sabe-se que 

peptídeos βA, podem ativar a resposta inflamatória através de diferentes mecanismos 

_______________  
 
3 Abordado com detalhes no item 2.1.5 dessa tese. 
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(WEBSTER et al., 1997; MCGEER et al., 2016; STROOPER, DE; KARRAN, 2016). Já 

foi relatado que pacientes com comprometimento cognitivo leve (CCL) apresentam 

alterações inflamatórias, o que sugere que a ativação do sistema imunológico precede 

a deposição de βA (TARKOWSKI, 2003; BROSSERON et al., 2014). Recentemente, 

diversos genes ligados ao sistema imunológico foram associados a DA, corroborando 

a importância e envolvimento da neuroinflamação na doença (LAMBERT et al., 2013; 

KARCH; GOATE, 2015). 

Nesse sentido, essa hipótese propõe a neuroinflamação como a causa da, 

embora ainda não se sabe ao certo se de fato é a causa ou consequência dessa 

patologia, embora, sem dúvida, tal processo certamente contribui bastante para o 

surgimento e a progressão da DA (KLOSKE; WILCOCK, 2020).  

 

2.1.1.3.1  O sistema complemento 
 

O sistema complemento (SC) é parte da imunidade inata, sendo considerado 

peça chave na defesa do organismo contra infecções e danos, desempenhando um 

importante papel na homeostase do organismo e proteção do sistema nervoso central 

(SNC) (RICKLIN et al., 2010; MERLE et al., 2015; LEE et al., 2019). Tal sistema 

consiste em uma cascata enzimática com a participação de mais de 50 proteinas e 

glicoproteínas circulantes, assim como receptores e reguladores solúveis ou de 

membrana (LEE et al., 2019). Estes podem desempenhar variadas funções, tais 

como: detectar e eliminar corpos estranhos, remover complexos imunes e restos 

celulares, estabelecer uma conexão entre as respostas imune inata e adaptativa 

(DUNKELBERGER; SONG, 2010; RICKLIN et al., 2016; GIALELI et al., 2018). 

A ativação do SC resulta em uma cascata proteolítica, que pode ocorrer 

através de três vias distintas: clássica, das lectinas e alternativa. A ativação da via 

clássica pode ocorrer pela interação do componente C1q com complexos imunes 

(antígeno-anticorpo) ou moléculas não-imunes (polissacarídeos bacterianos, DNA, 

RNA, fungos e vírus, entre outros). São participantes dessa via: complexo de 

reconhecimento C1q, associado às serina proteases C1r e C1s; os componentes C4, 

C2 e C3, além dos componentes C5-C9 necessários à formação do complexo final de 

ataque à membrana (MAC). Na via alternativa, a ativação pode ocorrer pela interação 

direta com a superfície de células microbianas, entre outras substâncias biológicas, 

levando a hidrólise de C3 (que também pode ser espontânea) e deposição dos 
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fragmentos de C3 sobre a célula-alvo. Nessa via participam: C3, fator B (FB); fator D 

(FD) e properdina (P), que após uma cascata de reações levarão à formação do MAC. 

A via das lectinas é ativada pela ligação da lectina ligante de manose (MBL), ficolinas 

(FCN 1, 2 ou 3) ou colectina 11 (COLEC11) a resíduos específicos de carboidratos ou 

resíduos acetilados, presentes na superfície do patógeno ou de células alteradas, 

resultando na autoativação de MASP-1 e à transativação de MASP-2, levando a 

ativação de C4 e C2, formação de C3 convertase e MAC (DUNKELBERGER; SONG, 

2010; RICKLIN et al., 2010, 2016; MERLE et al., 2015; LEE et al., 2019) (FIGURA 3). 

É importante ressaltar que a ativação da cascata do complemento pode resultar no 

recrutamento de células inflamatórias, fagocitose e lise celular, e a sua desregulação 

pode levar ao ataque das células próprias, gerando dano tecidual e doenças 

inflamatórias crônicas (RICKLIN et al., 2016).  

Sabe-se que as placas βA são potentes ativadores do sistema complemento, 

o qual já se mostrou completamente ativado na DA, levando a produção de 

anafilatoxinas e promovendo um quadro maior de inflamação (MCGEER et al., 2016). 

Além disso, diversas moléculas do SC já apresentaram polimorfismos associados com 

a DA, tais como o receptor 1 do complemento (CR1, também conhecido como CD35) 

(LAMBERT et al., 2009), clusterina (CLU) (LAMBERT et al., 2009), C3a e seu receptor 

C3aR (LIAN et al., 2015; LITVINCHUK et al., 2018), C5a e seu receptor (C5aR) (AN 

et al., 2018) e C1q (MCGEER et al., 2016; LIAN et al., 2016; DEJANOVIC et al., 2018).
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FIGURA 3 - VIAS DE ATIVAÇÃO DO SISTEMA COMPLEMENTO. 

 

LEGENDA: Em vermelho claro, fase de iniciação das vias clássica e das lectinas, ambas inibidas pelo 
inibidor de C1 (C1inh). Em amarelo, fase de iniciação da via alternativa. Em verde, formação e ação 

enzimática das C3 convertases resultantes das três vias (idêntica para as vias clássica e das 
lectinas). Em cinza-claro: formação e ação enzimática das C5 convertases. Em cinza-escuro: ação 

das anafilatoxinas C3a e C5a. Em azul-claro: formação do complexo de ataque a membrana (MAC). 
Em azul: ação de C3b e seus subprodutos. Flecha vermelha obtusa: inibição (característica para cada 

fase e via representada). Flecha vermelha tracejada: ação enzimática sobre um substrato. Linhas 
pretas: unem passos da cascata proteolítica. Linhas cinza: reconhecimento de receptor e ligante. CR 
– receptor de complemento, C4BP - proteína ligante de C4, FH – fator H, FI – fator I, DAF – fator de 

aceleração de decaimento, MBL – lectina ligante de manose, FCN – ficolina, MASPs – serina 
proteases associadas a MBL, MCP - proteína cofatora de membrana. FONTE: Adaptado de 

CARPANINI et al., 2019.



31 
 

 

 

2.1.1.3.2  Células envolvidas no processo de neuroinflamação na DA 
 

Os protagonistas na produção de mediadores inflamatórios no cérebro são a 

micróglia e os astrócitos, que podem liberar citocinas pró ou anti-inflamatórias, 

dependendo do estímulo recebido, além de componentes do sistema complemento 

(FIGURA 4) (HENEKA et al., 2015; STROOPER, DE; KARRAN, 2016; WHITTINGTON 

et al., 2017; KLOSKE; WILCOCK, 2020).

 

FIGURA 4 - MECANISMOS DE REMOÇÃO DE PLACAS βA E ATIVAÇÃO DO PROCESSO 
INFLAMATÓRIO 

 

NOTA: Embora a figura represente a neuroinflamação de modo superficial, é possível compreender o 
papel das células da glia, na depuração das placas. O peptídeo β-amilóide (βA) é formado dentro de 
compartimentos intracelulares (o retículo endoplasmático, aparelho de Golgi e endossomas) ou pode 
entrar em vários tipos de células através da proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa 

densidade. A apolipoproteína E (APOE) e α2- macroglobulinas (α2M) são acompanhantes nesse 
processo na gênese das placas extracelulares. A microglia pode fagocitar as βA. Os astrócitos 
também participam da eliminação de βA por meio da internalização mediada por receptores e 

facilitam a transferência de βA para fora do SNC através da circulação. Microglia e astrócitos são 
recrutados e estimulados na DA para liberar citocinas pró-inflamatórias e reagentes de fase aguda. 

Receptores para moléculas de produtos finais de glicação avançada (RAGE) transduzem efeitos 
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tóxicos e inflamatórios do βA extracelular e medeiam o influxo de βA vascular. O meio inflamatório 
provoca alterações neuríticas e quebra da barreira hematoencefálica. Além das reações mediadas 

por células, a depuração de βA ocorre por meio de proteólise enzimática, principalmente por meio da 
neprilisina (Nep) e da enzima degradante da insulina (IDE). Os oligômeros βA bloqueiam a função do 
proteassoma, facilitando o acúmulo de tau intracelular e o acúmulo de βA em "agrossomos". FONTE: 

QUERFURTH & LAFERLA, 2010

 

A micróglia desempenha um dos principais papeis dentro da neuroinflamação, 

sendo responsável por detectar e remover fatores externos ao cérebro (padrões 

moleculares associados a danos ou DAMPs e a patógenos ou PAMPs), 

estabelecendo a homeostase do ambiente (WYSS-CORAY; ROGERS, 2012). Na DA, 

a micróglia reconhece as placas βA através de seus receptores, tornando-se ativas e 

circundando-as, a fim de formar uma barreira ao mesmo tempo em que as fagocitam. 

Com um acúmulo de βA intracelular, pode ocorrer a morte celular, resultando no 

recrutamento de mais micróglia para a região e aumentando o processo inflamatório, 

seja pelo acúmulo de células ou pela liberação de citocinas pró-inflamatórias, como o 

fator de necrose tumoral α (TNFα), interleucina 1β (IL-1β), entre outros que podem 

levar a danos teciduais, como quimiocinas, proteínas do complemento e óxido nítrico 

(CZIRR; WYSS-CORAY, 2012; KLOSKE; WILCOCK, 2020).  

Aparentemente, nos estágios iniciais da DA, a micróglia possui os receptores 

para o reconhecimento de βA, assim como as enzimas necessárias para seu 

processamento. No entanto, com o avanço da doença, os receptores e enzimas de 

degradação são significativamente reduzidos. Este processo decorre de uma resposta 

ao aumento de citocinas inflamatórias (BOLMONT et al., 2008; HICKMAN et al., 2008). 

Todo esse processo de ativação, fagocitose e recrutamento de novas células, pode 

resultar na formação de inflamassomas, aumentando ainda mais a expressão de 

citocinas inflamatórias e deposição de placas βA (YIN et al., 2016; KLOSKE; 

WILCOCK, 2020).  

Em um cérebro saudável, os astrócitos são responsáveis pela manutenção de 

nutrientes e de um ambiente favorável para os neurônios, secretando e reciclando 

neuro transmissores, proporcionando a homeostase de íons (como por exemplo, os 

níveis de cálcio e potássio), regulando mecanismos energéticos, remodelando 

sinapses e modulando o estresse oxidativo (WYSS-CORAY; ROGERS, 2012; 

HAMPEL et al., 2020; KLOSKE; WILCOCK, 2020). Na DA, essas células são ativadas, 

perdendo sua capacidade de entrega de nutrientes e passando a liberar citocinas, 

aumentando a toxicidade neuronal. Além disso, estudos recentes sugerem que a 
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micróglia, quando ativada, pode ativar os astrócitos, retroalimentando um ciclo 

prejudicial de neuroinflamação (LIDDELOW et al., 2017). 

Além da micróglia e dos astrócitos, outras células do SNC podem participar 

do processo de neuroinflamação. Oligodendrócitos são responsáveis pela formação 

da bainha de mielina no SNC, sendo críticos para a velocidade da neurotransmissão. 

Sabe-se que oligodendrócitos podem ser alvos de respostas imunes, como já 

observado no caso da esclerose múltipla (WYSS-CORAY; ROGERS, 2012). Além 

disso, sabe-se que tais células são imunorreativas a componentes do sistema 

complemento (C1q, C1s, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8 e C9), sugerindo que essas 

podem ser fontes primárias para níveis significativamente aumentados de 

complemento em regiões patologicamente vulneráveis do cérebro com DA 

(HOSOKAWA et al., 2003). 

Embora não haja muitos trabalhos focando no papel dos neurônios na 

neuroinflamação, esses também são sugeridos como envolvidos nesse processo, 

levando a um aumento na expressão e consequente produção de moléculas pró-

inflamatórias. Isto exacerbaria as reações locais, resultando em sua própria destruição 

(AHMAD et al., 2019). 

Além disso, atualmente sabe-se que embora o SNC tenha sido até então, 

considerado um local imunologicamente privilegiado e relativamente isolado, a 

inflamação periférica pode exacerbar o ambiente inflamatório do cérebro e contribuir 

para a neuroinflamação crônica e neurodegeneração (CZIRR; WYSS-CORAY, 2012; 

WHITTINGTON et al., 2017). Dessa maneira, células e componentes do processo 

inflamatório periférico, podem desempenhar papeis importantes no desenvolvimento 

da neurodegeneração. 

 

2.1.1.3.3  Formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) 
 

Neutrófilos correspondem a cerca de 70% dos leucócitos disponíveis no 

sangue e fazem parte da primeira linha de defesa do organismo contra a invasão de 

patógenos, além de serem capazes de reconhecer DAMPs e PAMPs (DONG et al., 

2018; BONT, DE et al., 2019). Dessa maneira, são importantes mediadores da 

inflamação e podem ser recrutados para o local da inflamação por citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias, além de moléculas do sistema complemento (ZENARO 

et al., 2015; BONT, DE et al., 2019). 
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Como mecanismo de defesa podem desenvolver estratégias distintas, 

incluindo fagocitose, degranulação, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

e a extrusão de NETs, que pode levar à morte celular por NETose (DONG et al., 2018). 

A formação de armadilhas extracelulares pelos neutrófilos (NETs – do inglês 

neutrophil extracellular traps) acarreta em mudanças dramáticas na morfologia celular, 

levando a extrusão da cromatina descondensada no ambiente extracelular, formando 

estruturas em forma de rede, decoradas com histonas citrulinadas e proteínas 

granulares de ação antimicróbica, tais como elastase neutrofílica (NE), 

mieloperoxidase (MPO), proteinase 3, catepsina G, lactoferrina, metaloproteinase 9 

de matriz (MMP-9), proteínas de reconhecimento de peptidoglicano, pentraxina e LL-

37 (FIGURA 5), que levam a contenção do patógeno no local, assim como a sua 

destruição (PIETRONIGRO et al., 2017; BONT, DE et al., 2019). De maneira geral, a 

formação de NETs é letal para os neutrófilos, porém recentemente tem sido descrito 

a formação de NETs pela via “vital”, que se utiliza do material genético das 

mitocôndrias para a formação das NETs, aumentando a sobrevida dos neutrófilos 

(BONT, DE et al., 2019).

 

FIGURA 5 - FORMAÇÃO DAS NETS. 

 

NOTA: a imagem representa o extravasamento da cromatina do interior do núcleo do neutrófilo, 
contendo histonas, mieloperoxidase (MPO), catepsina G, elastase, enredando o patógeno e 

facilitando a sua destruição. FONTE: Adaptado de MIYATA & FAN, 2012.
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As NETs são degradadas por DNases presentes no plasma e na sequência, 

eliminadas pelos macrófagos. A resolução das NETs é de extrema importância, visto 

que podem resultar em um quadro inflamatório crônico e oclusão de vasos 

sanguíneos, gerando danos teciduais e surgimento de doenças autoimunes (BONT, 

DE et al., 2019). 

 

2.1.1.3.4  NETs no Alzheimer 
 

O cérebro é protegido pela BHE, que evita com eficiência a infiltração de 

células imunes circulantes e minimiza o influxo de proteínas plasmáticas do sangue 

(VEERHUIS et al., 2011) Apesar disso, pacientes e modelos de DA apresentam 

neutrófilos em vasos sanguíneos e no parênquima cerebral (BAIK et al., 2014; 

ZENARO et al., 2015), o que possivelmente decorre da disfunção da integridade da 

BHE, já relatada na DA (revisto por PIETRONIGRO et al., 2017). Recentemente, 

Zenaro e colaboradores (2015) identificaram a presença de NETs no cérebro de 

pacientes com DA e modelo animal de Alzheimer. Posteriormente, Dong e 

colaboradores (2018) relataram a presença de NETs no soro de pacientes com DA.  

As placas βA podem ser reconhecidas como DAMPs, levando a ativação de 

células gliais, tais como a micróglia e astrócitos, resultando na liberação de citocinas 

pró-inflamatórias e moléculas do complemento, com posterior recrutamento de 

neutrófilos (BAIK et al., 2014; PIETRONIGRO et al., 2017; BONT, DE et al., 2019). 

Além disso, existem indícios de que o reconhecimento das placas βA como DAMPs 

induz a expressão de moléculas de adesão endotelial, incluindo ICAM-1 em células 

endoteliais do cérebro, sugerindo que βA pode desempenhar um papel na ativação 

endotelial e na adesão intravascular de neutrófilos na DA (revisto por PIETRONIGRO 

et al., 2017). Quando no parênquima cerebral, os neutrófilos são ativados por 

mediadores inflamatórios potencialmente liberados pelas células gliais e produzem 

NETs. Estas podem ativar ainda mais as células gliais e danificar os neurônios 

circundantes (FIGURA 6) (revisto por PIETRONIGRO et al., 2017). 
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FIGURA 6 - POSSÍVEIS EFEITOS DA PRODUÇÃO DE NETs NA DA. 

 

NOTA: As placas βA e outros DAMPs, assim como fatores pró-inflamatórios levam à ativação das 
células endoteliais cerebrais, induzindo a suprarregulação de moléculas de adesão e quimioatraentes 
nessas células. Isso permite a aderência de neutrófilos circulantes a células endoteliais, por meio da 
ligação entre o antígeno associado a função linfocitária (LFA-1) β2 integrina a molécula 1 de adesão 

intercelular (ICAM-1) e seu extravasamento para o cérebro. Os quimioatraentes na superfície do 
endotélio podem ativar as integrinas β2 via sinalização por receptores de sete passagens 

transmembrana acoplados à proteína G (GPCRs). Os neutrófilos que aderem à parede do vaso 
produzem NETs intravasculares, potencialmente com a contribuição de plaquetas ativadas, 

provavelmente através da ligação entre o receptor LFA-1 do neutrófilo e os receptores ICAM-2 das 
plaquetas ICAM-2. A formação de NETs induz a produção de citocinas pró-inflamatórias e trombina, 

contribuindo para a perda da integridade da barreira hematoencefálica. Os neutrófilos no parênquima 
cerebral são ativados por mediadores inflamatórios potencialmente liberados pelas células gliais e 

produzem NETs, que podem ativar ainda mais as células gliais e danificar os neurônios circundantes. 
FONTE: Adaptado de PIETRONIGRO et al., 2017
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Embora não tenha sido muito explorado até então na DA, sabe-se que o 

sistema complemento pode estar intimamente relacionado com o recrutamento de 

neutrófilos e formação das NETs. Segundo a revisão feita por Bont et al. (2019), as 

proteínas do sistema complemento, quando ativadas, podem estimular a formação 

das NETs, e estas por sua vez, podem servir de plataforma de ativação para o sistema 

complemento, intensificando a resposta inflamatória. Alguns estudos demonstraram 

que há uma sinergia na sinalização entre C5a-C5aR1 e receptores semelhantes a Toll 

(TLR), levando a ativação de fagócitos na periferia, exacerbando a resposta pró-

inflamatória e a produção de níveis prejudiciais de citocinas inflamatórias (revisto por 

TENNER et al., 2018). Além disso, quando os neutrófilos são ativados por C5a, a 

indução de formação de NETs é exacerbada (BONT, DE et al., 2019). Em um trabalho 

realizado com o intuito de avaliar a influência do sistema complemento na formação 

de NETs em resposta a bactérias, verificou-se que a opsonização promovida pelo 

complemento não apenas induz a fagocitose, mas também promove a liberação de 

NETs. Neste processo,CR1 aparentemente desempenha um papel dominante, pois 

um antagonista de CR1 não apenas impediu a detecção das partículas opsonizadas 

por C3b, como também foi associado a um decréscimo na concentração de NETs 

(PALMER et al., 2016). Além disso, foi observado que o CR1 presente na membrana 

de neutrófilos, quando ligado a C3b fixada a IgG, induz a alteração nos eventos de 

transdução de sinal ligados a receptores Fc, levando a liberação de mieloperoxidase 

e geração de ácido hipocloroso (SAMBANDAM; CHATHAM, 1998), o que poderia 

possivelmente levar preferencialmente a formação das NETs, ao invés da fagocitose. 

Sabe-se que polimorfismos de CR1 estão associados com a DA (LAMBERT et al., 

2009). Considerando a presença de NETs na DA, uma investigação da relação entre 

CR1 e NETs pode ser esclarecedora.  

Sabe-se que as NETs precisam ser degradadas pelas DNases para evitar o 

contínuo estímulo inflamatório e dano tecidual. Curiosamente, há um relato clínico de 

um paciente de DA em estágio avançado, que foi tratado com DNase I e teve uma 

melhora cognitiva (TETZ; TETZ, 2016). Uma das hipóteses levantadas é que a DNase 

I tenha agido dissolvendo as NETs presentes no cérebro, reduzindo o quadro 

inflamatório, porém são necessários mais estudos investigativos quanto ao papel da 

DNase I na DA e sua relação com as NETs, para corroborar essa hipótese 

(SMALHEISER, 2019).  
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2.1.2 Epidemiologia 

 

Com o aumento da expectativa de vida da população, estima-se que 

demências associadas à idade aumentem cerca de 225% em número, de 2010 a 2050 

(FIGURA 7) (PRINCE et al., 2013; HEBERT et al., 2013). Os custos da demência para 

a sociedade são muito elevados, sendo estimados em 1 trilhão de dólares, 

globalmente (INTERNATIONAL, 2019). A DA é a causa mais comum de demência, 

sendo responsável por 60 a 80% dos casos (ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). 

Atualmente, nos Estados Unidos (EUA) há cerca de 5,8 milhões de casos (FIGURA 

8), sendo que a estimativa é que até 2050 a prevalência da DA em pessoas acima de 

65 anos alcance 13,8 milhões, apenas nos EUA (ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 

2020). Embora os dados para o Brasil sejam escassos, a prevalência de DA e outras 

demências até 2016 foi de 1.691.024 de casos (NICHOLS et al., 2019). Além disso, a 

incidência de casos aumenta dramaticamente com o aumento da idade, podendo ser 

de 0,4% em pessoas com 65 a 74 anos, 3,2% em pessoas de 75 a 84 anos, e 7,6% 

em pessoas com 85 anos ou mais (baseados em dados de 2011) (ALZHEIMER’S-

ASSOCIATION, 2020). 

 

FIGURA 7 - PERSPECTIVA DE NÚMERO DE CASOS DE DOENÇA DE ALZHEIMER NOS 
ESTADOS UNIDOS DA AMÉRICA (USA) ATÉ 2050. 

 

FONTE: Adaptado de ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020.
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FIGURA 8 - PERCENTUAL DE AFETADOS PELA DA POR FAIXA ETÁRIA EM 2020 NOS USA. 

 

FONTE: Adaptado de ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020.

 

Existe uma disparidade de pesquisas com DA entre populações humanas, 

sendo que que grande parte é realizada com a população europeia ou asiática, sendo 

que grupos como negros / Afro-americanos , Hispânicos / Latinos, Asiático-

Americanos / Ilhas do Pacífico e Nativos Americanos, são sub-representados, o que 

dificulta determinar se a DA apresenta uma incidência maior em determinado grupo 

(ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020).  

A DA apresenta uma clara diferença de incidência e prevalência entre os 

sexos, sendo duas vezes mais frequentes em mulheres (2:1 mulheres / homens). De 

maneira geral, homens e mulheres apresentam diferença nos sintomas, sendo que 

mulheres apresentam um declínio cognitivo e uma atrofia cerebral mais rápida após o 

primeiro diagnóstico, o que pode ser parcialmente explicado por diferenças 

específicas da morfologia cerebral entre os sexos, além das alterações hormonais 

pós-menopausa (MIGLIORE; COPPEDÈ, 2009; FERRETTI et al., 2018).  

 

2.1.3 Fisiopatologia 

 

Anatomicamente, a DA é caracterizada por uma atrofia cortical, 

particularmente no lobo temporal e na formação hipocampal, resultando em um 

aumento nos sulcos e fissuras corticais, com a consequente redução dos giros 

(FIGURA 9). Inicialmente, as áreas mais prejudicadas são as corticais límbicas, 

paralímbicas e do córtex de associação, com uma ligeira preservação dos córtices 

primários. Com essa distribuição do processo patológico, o quadro clínico inicial é 
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caracterizado pelas alterações cognitivas e comportamentais, levando a um 

comprometimento motor e sensorial apenas no estágio mais grave da doença 

(BRAAK; BRAAK, 1991; CARAMELLI; BARBOSA, 2002; WALSH; SELKOE, 2004; 

LANE et al., 2018; DETURE; DICKSON, 2019).

 
FIGURA 9 - COMPARAÇÃO ANATÔMICA ENTRE ENCEFÁLO DE PACIENTE COM DA E 

INDIVÍDUO SEM A PATOLOGIA 

 

O encéfalo de um paciente com DA pode mostrar alargamento nos espaços dos sulcos e 
estreitamento dos giros em comparação com um cérebro normal. Isso pode ser mais facilmente 

observado em cortes coronais, conforme indicado pelas pontas de seta, e essa atrofia é 
frequentemente acompanhada pelo aumento dos chifres frontal e temporal dos ventrículos laterais, 

conforme destacado pelas setas maiores. FONTE: DETURE & DICKSON, 2019.

 

A DA apresenta dois tipos de lesões neuropatológicas: (1) a presença de 

placas βA localizadas na região extracelular, sendo essas derivadas da clivagem 

proteolítica da APP4; e (2) formação de ENFs na parte intracelular, resultantes de uma 

hiperfosforilação da proteina tau, levando a uma desestabilização dos microtúbulos, 

desorganização do citoesqueleto, entrega de nutrientes inadequada e consequente 

morte celular (BRAAK; BRAAK, 1991; BRETTSCHNEIDER et al., 2015). Dessa 

maneira, ao observar microscopicamente a região cerebral afetada, observa-se uma 

redução nos números de neurônios e sinapses, possivelmente decorrente do acúmulo 

desses biomarcadores. As placas βA tendem a se acumular principalmente na região 

_______________  
 
4 O processo de formação das placas é comentado em detalhes no item 2.1.1.1 – Hipótese da cascata 

amiloide. 
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cortical, e em alguns núcleos subcorticais, e em torno de vasos sanguíneos, podendo 

ser difusas, neuríticas ou atróficas. Também podem ser observados micróglia e 

astrócitos reativos (DETURE; DICKSON, 2019). 

Recentemente, observou-se que tanto Aβ, quanto a proteina tau, podem 

apresentar diferentes variantes conformacionais, levando a níveis variados de 

neurotoxidade (BRETTSCHNEIDER et al., 2015). 
Embora sejam considerados biomarcadores de DA, as placas βA e ENFs não 

são exclusivos da doença, podendo ocorrer naturalmente durante o envelhecimento 

(porém em níveis muito menores) e em outras demências. Além disso, é importante 

ressaltar que os critérios neuropatológicos são os mesmos para as formas familiais e 

esporádicas de DA (FROTA et al., 2016).  

 

2.1.4 Diagnóstico e tratamento 

 

Anteriormente, o diagnóstico de DA só era confirmado após a análise da 

autópsia cerebral com a presença das placas βA e os ENFs, resultando em um longo 

período de incerteza para a pessoa e seus familiares. Cerca de 30% dos diagnósticos 

eram considerados falsos positivos (ALZHEIMER EUROPE, 2016).  

Atualmente, há um novo modelo de diagnóstico, que considera o Alzheimer 

como um continuum, no qual a definição de DA foi estendida para abranger todo o 

espectro da doença, incluindo a pré-demência (DA pré-clínica e prodrômica ou 

comprometimento cognitivo leve (CCL, do inglês Mild Cognitive Impairment - MCI) 

devido à DA) até fases de demência, levando em consideração os biomarcadores da 

doença e o diagnóstico clínico. Dessa maneira, o diagnóstico pode ser estabelecido 

sem a necessidade de autópsias (FIGURA 10) (DUBOIS et al., 2010, 2015; 

ALZHEIMER EUROPE, 2016; ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). Sendo assim, o 

termo DA abrange todo o espectro da doença, e o termo “Demência de Alzheimer”, 

está relacionado apenas com um dos estágios presentes dentro do espectro 

(ASSOCIATION, 2017).



42 
 

 

FIGURA 10 - DIAGNÓSTICO DA DOENÇA DE ALZHEIMER COMO UM CONTINUUM 

 
FONTE: Adaptado de Alzheimer’s Association, 2020. 

 

Na fase pré-clínica, os pacientes apresentam alterações cerebrais 

mensuráveis que indicam os primeiros sinais da DA (níveis anormais de βA e 

diminuição do metabolismo da glicose), mas ainda não apresentam sintomas (como a 

perda de memória, por exemplo), pois o cérebro encontra mecanismos 

compensatórios. É importante ressaltar que nem todos os indivíduos com presença 

de biomarcadores da DA desenvolvem necessariamente CCL ou demência 

(ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). 

Já no estágio de CCL devido a DA, há evidências de alterações nos 

biomarcadores da doença e problemas sutis de cognição, tais como alterações de 

memória e pensamentos, sendo perceptíveis às pessoas próximas, mas não 

interferem na capacidade de realização de atividades cotidianas. Nesse estágio, o 

cérebro já não consegue compensar os danos resultantes da morte celular (DUBOIS 

et al., 2010, 2015; ALZHEIMER EUROPE, 2016; ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 

2020). 

O estágio de demência devido a DA pode ser subdivido em três sub 

categorias: leve, moderado e severo. A progressão por esses estágios, assim como 

os sintomas apresentado em cada um deles, varia de acordo com o paciente, mas de 

maneira geral essa fase é caracterizada pelos distúrbios perceptíveis de memória, 

julgamento e humor, levando a dificuldades de relacionamento e execução das 

funções da vida diária, somado a alterações nos biomarcadores da DA e morte celular 
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(DUBOIS et al., 2010, 2015; ALZHEIMER EUROPE, 2016; ALZHEIMER’S-

ASSOCIATION, 2020). 

Para o diagnóstico de DA, não há apenas um teste ou exame em específico, 

mas sim um conjunto de ferramentas, que envolvem histórico familiar e anamnese 

detalhada, testes cognitivos, exames físicos, bioquímicos genéticos e neurológicos 

associados a diagnóstico por imagem, a fim inclusive de excluir outras possíveis 

doenças que possam levar ao quadro demencial (ASSOCIATION, 2017).  

De maneira geral, são considerados os estágios determinados na escala de 

Braak (BRAAK; BRAAK, 1991), correlacionando os sintomas clínicos de demência 

com a distribuição dos ENFs no cérebro (FALCO et al., 2015). Nessa escala, os 

estágios são definidos como I e II quando há presença de ENFs principalmente na 

região transentorrinal, levando a níveis de cognição normais ou levemente afetadas; 

III e IV quando há presença de ENFs também nas regiões límbicas, resultando em 

prejuízos cognitivos leves a moderado (III - confusão e perda de memória, problemas 

com tarefas cotidianas, mudanças na personalidade e na capacidade de julgamento; 

IV - sintomas psicóticos como ansiedade, desconfiança e agitação, além de distúrbios 

do sono); sendo que nos último estágios (V e VI), já há um grande comprometimento 

neocortical, comprometendo a fala, controle da bexiga e intestino, dificuldade de 

reconhecimento de familiares e perda de apetite (FALCO et al., 2015). 

Como testes cognitivos, geralmente é utilizado como teste de rastreio o Mini-

Exame do Estado Mental (MEEM) (ANEXO 1) (FOLSTEIN et al., 1975), em conjunto 

com escalas que avaliam o desempenho funcional na vida diária, tais como PFEFFER 

(PFEFFER et al., 1982) (ANEXO 2) e o Índice de Katz (KATZ, 1963). Para avaliar o 

grau de demência, normalmente utiliza-se o CDR (Avaliação Clínica de Demência) 

(ANEXO 3), em conjunto com a Escala de Depressão Geriátrica (GDS) (ANEXO 4), 

afim de realizar um diagnóstico diferencial de depressão, demência e outros possíveis 

transtornos psiquiátricos.  

A DA ainda é uma patologia sem cura. Dessa forma, nenhum dos cinco 

fármacos disponíveis para o tratamento, consegue retardar ou parar os danos 

ocasionados pela destruição neuronal, funcionando apenas de maneira paliativa, 

melhorando os sintomas temporariamente, mas com diversos efeitos colaterais 

(ASSOCIATION, 2017; DU et al., 2018). 

Os medicamentos aprovados para uso no tratamento de DA pela FDA (do 

inglês Food and Drug Administration) atualmente são: Donepezil, Rivastigmina, 
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Galantamina, Memantina e Namzaric® (uma combinação de Donepezil e Memantina 

de liberação prolongada). Os três primeiros são anticolinesterásicos que inibem a 

colinesterase na fenda sináptica, diminuindo sua degradação, e tornando esse 

neurotransmissor, disponível por mais tempo. Essa abordagem é utilizada, para 

balancear a perda de grande parte dos neurônios colinérgicos. Já a Memantina é um 

antagonista dos receptores glutamatérgicos NMDA. Acredita-se que esses receptores 

desempenhem um papel importante na neurodegeneração, visto que são receptores 

de glutamato, um neurotransmissor excitatório envolvido com a memória e o 

aprendizado. Quando há uma ligação excessiva de glutamato aos NMDARs, ocorre 

um excesso de influxo de Ca2+, levando a excitotoxicidade, perda sináptica e morte 

neuronal (DU et al., 2018; ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020; ABEYSINGHE et al., 

2020). 

 

2.1.5 Genética  

 

A DA pode ser classificada em duas categorias: familial e de início precoce 

(fAD ou EOAD, do inglês Early-onset Alzheimer’s disease), ou esporádica e de início 

tardio (LOAD do inglês Late-onset Alzheimer’s disease) (revisto por GROSSMAN et 

al., 2010). Os dois subconjuntos compartilham características patológicas comuns e 

são considerados altamente hereditários, sendo estimado entre 90-100% de 

herdabilidade para fAD e de 60 a 80% para LOAD (NEUNER et al., 2020). A fAD inicia 

antes dos 60 anos e representa cerca de 1% dos casos de DA (revisto por 

GROSSMAN et al., 2010). Pode ser resultante de diversas mutações localizadas nos 

genes que codificam proteinas envolvidas na hipótese da cascata amiloide: APP 

(proteina precursora amiloide), PSEN1 (presenilina 1) e PSEN2 (presenilina 2), sendo 

herdadas de forma autossômica dominante (SMITH, 1999). No entanto, grande parte 

dos pacientes com fAD não carregam nenhuma dessas três mutações, destacando a 

necessidade de pesquisas para encontrar outros genes causais, com modo de 

herança semelhante (GROSSMAN et al., 2010; THONBERG et al., 2017; CARMONA 

et al., 2018; LANE et al., 2018).  

A LOAD corresponde a maior parte dos casos de DA e acomete indivíduos a 

partir dos 65 anos (HOLLINGWORTH; HAROLD; JONES; et al., 2011). Trata-se de 
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uma doença complexa, na qual há influência genética e de fatores ambientais5. Nesse 

caso, diversos polimorfismos gênicos distribuídos em variados genes, podem somar 

seus efeitos, contribuindo para o aumento de susceptibilidade a DA, caracterizando 

um escore de risco poligênico (ter o alelo mutado não significa necessariamente o 

desenvolvimento da doença, mas a soma do efeito desses podem aumentar 

gradativamente a susceptibilidade a doença) (FIGURA 11 e 12)6. Nesse sentido, 

existem diversos trabalhos que buscam um modelo matemático robusto para a 

predição do escore poligênico em DA. Uma dessas abordagens demonstrou uma 

precisão de predição de 75–84% do risco de DA, considerando o gene APOE dentre 

as variantes analisadas, adicionalmente ao sexo e idade como preditores (ESCOTT-

PRICE et al., 2017; LEONENKO et al., 2019). Para esse tipo de análise, é considerado 

o valor de área sob a curva (AUC), que é uma estabelecida em um gráfico a fim de 

determinar os falsos positivos e negativos, ou seja, qual a força do modelo em predizer 

o risco genético, identificando corretamente casos como casos e controles como 

controles. Um AUC de 1, indica que o modelo estará sempre correto e de 0,5 indica 

que é uma predição aleatória. Para a DA, os valores de AUC são em torno de 0,82, 

dependendo do painel (BLAUWENDRAAT et al., 2020).  

São mais de 30 loci de susceptibilidade a DA identificados em estudos de 

associação de genoma total (GWAS, do inglês Genome-wide Association Study) 

(LEONENKO et al., 2019), realizados principalmente em populações europeias e 

asiáticas, e grande parte delas ainda não possuem razão esclarecida, dentro da 

fisiopatologia da doença. 

_______________  
 
5 Os fatores ambientais que podem contribuir na etiologia da doença foram comentados no tópico 2.1.1. 
6 Embora haja diversos genes associados com LOAD, nessa tese focamos principalmente em genes 

envolvidos na neuroinflamação ou regulação epigenética. Como o CR1 foi investigado com maior 
profundidade nesse trabalho, informações sobre este gene encontram-se detalhadas no sub item 
2.1.5.1.  
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FIGURA 11 - GENES ASSOCIADOS COM A DA E SUA RELAÇÃO DE RISCO NA DOENÇA 

 

NOTA: A cor interna corresponde à sua função. Onde há duas cores internas, o gene foi implicado 
em mais de uma via. Acredita-se que os genes circulados em amarelo também influenciam o 

metabolismo da proteína precursora da amiloide; os genes circulados em vermelho influenciam o 
metabolismo da tau. FONTE: LANE et al., 2018.

 

FIGURA 12 - ARQUITETURA GENÔMICA DA DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

LEGENDA: A figura representa loci genômicos associados com DA ou endofenótipos, tais como 
medições de proteina amiloide e / ou tau no líquido cefalorraquidiano, deposição de amiloide medida 
por tomografia de emissão de positon (PET) ou estudos post-mortem e metabolismo de glicose no 

cérebro conforme medido por fluorodeoxiglucose (FDG) -PET. Genes com evidência funcional 
suficiente para sugerir que eles são o gene causal em seus respectivos loci são anotados na figura. 
Os loci não marcados indicam que o gene causal na região ainda é desconhecido (NEUNER et al., 

2020). 
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Dentre os genes associados com a DA de início tardio, o alelo APOE*ε4 é o 

que leva a uma maior susceptibilidade, podendo aumentar em até 15 vezes a chance 

de desenvolvimento da doença em indivíduos homozigotos (SCHELLENBERG; 

MONTINE, 2012; LANE et al., 2018; YAMAZAKI et al., 2019). Curiosamente, o efeito 

do alelo APOE*ε4 varia entre as populações, sugerindo que a interação desse com 

demais variantes gênicas interfira no risco a LOAD (NEUNER et al., 2020). O gene 

APOE codifica a apolipoproteína E que apresenta três isoformas: ApoE*ε2, ApoE*ε3 

e ApoE*ε4. O alelo ApoE*ε2 apresenta frequêencia de 5 a 10% na população geral e 

5% em indivíduos com DA, sendo considerado um alelo raro, mas protetivo à DA. O 

alelo ApoE*ε3 é considerado o mais comum, com frequência geral de 60 a 70% na 

população geral e 59% em individuos com DA. Já o alelo ApoE*ε4 está presente em 

cerca de 15 a 20% da população geral e 37% na população com DA (YU et al., 2014; 

KLOSKE; WILCOCK, 2020). A diferença nas isoformas são decorrentes de dois 

polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) (rs7412 e rs429358) que resultam em 

uma mutação de sentido trocado, alterando os aminoácidos (Cys/Arg) nas posições 

112 e 158 (ApoE*ε2 - Cys112 / Cys158; ApoE*ε3 - Cys112 / Arg158; ApoE*ε4 - Arg112 

e Arg158) (FIGURA 13) (YAMAZAKI et al., 2019). ApoE é o principal transportador de 

lipídios e colesterol no cérebro e atua reduzindo os níveis de colesterol, bem como 

promovendo a depuração de lipoproteínas. As diferenças estruturais nas isoformas 

ApoE afetam o modo como as lipoproteínas são depuradas. A exemplo disso, a 

ligação da isoforma ApoE*ε2 ao receptor de lipoproteínas de baixa densidade (LDLR) 

é 50 vezes mais fraca que a ligação nas demais isoformas (YAMAZAKI et al., 2019). 

Dessa maneira, ApoE*ε4 tem sido associada com a deposição de βA, formação de 

emaranhados neurofibrilares de proteina tau, neuroinflamação e muitas vias 

subsequentes (KLOSKE; WILCOCK, 2020). 
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FIGURA 13 - ISOFORMAS DA APOE, FREQUÊNCIA POPULACIONAL E ESTRUTURA DA 
MOLÉCULA 

 

A – Representação linear da estrutura da Apoliproteina E humana. B – Modelo em 3D das diferentes 
isoformas da ApoE. FONTE: Adaptado de YU et al., 2014.

 

Polimorfismos presentes próximos ao gene BIN1 (bridging integrator 1) 

(rs6733839, rs744373) tem sido associado com LOAD em diversos estudos 

(HOLLINGWORTH; HAROLD; SIMS; et al., 2011; CROTTI et al., 2019; FRANZMEIER 

et al., 2019). Este gene está envolvido na endocitose, sustentando a integridade do 

citoesqueleto. Recentemente, observou-se o seu envolvimento na regulação do 

peptídeo tau, podendo estar relacionado na produção de emaranhados neurofibrilares 

intraneuronais (TAN, M.-S. et al., 2013; SARTORI et al., 2019; THOMAS et al., 2019; 

CROTTI et al., 2019; FRANZMEIER et al., 2019). Além disso, pode estar envolvido no 

tráfego endossomal intracelular, inflamação, homeostase do cálcio e apoptose (TAN, 

M.-S. et al., 2013). 

O rs10838725 presente no gene CELF1 (CUGBP Elav-like family member 1) 

também tem sido associado a LOAD (LAMBERT et al., 2013; KARCH et al., 2016; 

MARIONI et al., 2018). CELF-1 é uma proteína de ligação a RNA relacionada à 
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regulação de diferentes eventos pós-transcricionais, processamento alternativo, 

tradução e estabilidade do mRNA (BEISANG et al., 2012; BATEMAN et al., 2017). 

Sua função na DA ainda não está elucidada, embora há indícios de que esse SNP 

não seja o causal.  

 

 Receptor 1 do complemento (CR1) 
 

O gene CR1 (OMIM: 120620) está localizado na banda 2, região 3, do braço 

longo do cromossomo 1 (1q32), juntamente com outros genes reguladores do sistema 

complemento (receptor 2 do complemento - CR2; fator H - FH) (REY-CAMPOS; 

RUBINSTEIN, 1988; LIU; NIU, 2009). É um gene que possui processamento 

alternativo, apresentando doze transcritos com variação no número de exons entre 

eles. Dos doze transcritos, sete apresentam potencial de codificação de proteína, um 

é apenas processado, e os demais apresentam retenção de introns (FIGURA 14) 

(Ensembl - Disponível em: <https://cutt.ly/ffFLYaD> Acesso em: 17/09/2020). O gene 

é expresso em todos os tecidos, com uma alta taxa de expressão no sangue total e 

no baço (FIGURA 15) (GTEx - Disponível em: <https://cutt.ly/EfFZbh3> Acesso em: 

17/09/2020).

FIGURA 14 - TRANSCRITOS DO CR1 

 
Os blocos preenchidos representam os exons, os blocos não preenchidos representam regiões não 
traduzidas, as linhas entre os blocos representam os introns. Os transcritos em vermelho e laranja 

são codificadores de proteínas; os transcritos em laranja foram analisados pelos navegadores 
genômicos Ensembl e Havana; e os transcritos em azul são transcritos processados. A flecha indica o 

sentido da transcrição. FONTE: Ensembl - Disponível em: <https://cutt.ly/ffFLYaD> Acesso em: 
17/09/2020.
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FIGURA 15 - EXPRESSÃO DE CR1 EM DIFERENTES TECIDOS 

 

FONTE: GTEx - Disponível em: <https://cutt.ly/EfFZbh3> Acesso em: 17/09/2020.

 

A molécula de CR1 pode apresentar até quatro isoformas, decorrentes de 

inserções e deleções, e SNPs que levem a alteração na densidade e tamanho da 

molécula (KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001; LIU; NIU, 2009). Isso é possível, 

pois o gene apresenta sequências repetitivas com baixo número de cópias, nomeadas 

LCR (Low Copy Repeat). As LCRs 1 e 2 encontram-se em região codificante, podendo 

apresentar uma cópia extra derivada de LCR1 através de uma recombinação não-

homóloga (LCR1’). Quando presente, LCR1’ codifica um sítio extra de ligação para 

C3b/C4b (WONG et al., 1986; BROUWERS et al., 2012). A LCR3 está presente no 

CR1-L (gene CR1-like) próximo ao CR1 (FIGURA 16) (BROUWERS et al., 2012). 

Dessa maneira, CR1 pode ser encontrado nas isoformas: CR1*A (CR1*F ou CR1*1) 

com 220 kDa e mais frequente nas populações (87% - europeus, 82% - afro-

americanos, 89% - mexicanos e 91,6% - asiáticos); CR1*B (CR1*S ou CR1*2) com 

250 kDa e um sítio adicional para ligação ao C3b/C4b (8,4% - indianos e asiáticos, 

11% nas demais populações investigadas); CR1*C (CR1*F’ ou CR1*3) de 190 kDa e 

CR1*D (CR1*4) de 280 kDa (ambas isoformas com frequência de menos de 5% nas 

populações investigadas) (DYKMAN et al., 1983, 1984; BIRMINGHAM; HEBERT, 

2001; MOULDS et al., 2001; BROUWERS et al., 2012). 
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FIGURA 16 - ARQUITETURA GENÔMICA DO LOCUS DE CR1 EM RELAÇÃO ÀS PRINCIPAIS 

ISOFORMAS. 

 

Os segmentos genômicos estão representados acima e abaixo, codificando as duas principais 
isoformas alélicas de CR1: CR1-S (CR1*B) e CR1-F (CR1*A). As barras verticais correspondem a 

exons. As repetições de baixo número de cópias (LCR) são representados pelas flechas horizontais 
na cor pink, indicando sua localização e orientação da transcrição, sendo que CR1-F apresenta 

deleção do LCR1’. No transcrito maduro, cada bloco representa um exon, cuja cor corresponde a 
diferentes domínios da proteína. Blocos largos representam sequências codificantes, e blocos 

estreitos, sequências não traduzidas (UTRs). Setas correspondem a longos domínios de repetição 
homóloga- LHR (Long Homologous Repeat). SS: peptídeo sinal. TM: região transmembrana. Na 

proteína, círculos representam domínios funcionais de CR1, chamados SCR ou repetição consenso 
curta (Short Consensus Repeat). As primeiros três SCR em LHR A, S, B e C são necessárias para a 
ligação ao C3b/C4b, inibindo a formação do MAC (decaimento da atividade ou atividade co-fatora na 

clivagem de C3b e C4b). FONTE: Adaptado de BROUWERS et al., 2012.

 

Além disso, CR1 apresenta diversos SNPs espalhados ao longo do gene em 

regiões regulatórias e codificadoras, sendo que algumas dessas variantes pertencem 

ao grupo sanguíneo Knops (MOULDS et al., 2010; VELDHUISEN et al., 2011). Tais 

polimorfismos apresentam uma alta discrepância em suas frequências alélicas entre 

as populações de origem africana e europeia (LIU; NIU, 2009; MOULDS et al., 2010). 

CR1 também apresenta polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição 

(RFLP -Restriction Fragment Lenght Polymorphism), obtido com a enzima Hind III, 

que corresponde ao SNP rs11118133 no intron 27 (g.207589899A>T ou 

g.207589899A>C). Tal polimorfismo pode resultar em um fragmento de 7,4 Kb (alelo 
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H) ou em 6,9 Kb (alelo L). Existe uma correlação entre os alelos e o número de 

moléculas CR1 expressas na superfície de membrana de eritrócitos (E-CR1), onde 

homozigotos para o alelo L apresentam baixa expressão, homozigotos para o alelo H 

possuem alta expressão, e heterozigotos (H/L) apresentam expressão intermediária 

(KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001).  

A molécula de CR1 é uma glicoproteína multimodular polimórfica 

transmembrana de cadeia única, constituída em sua porção extracelular por 30 

domínios SCR (também conhecidos como CCP ou domínios sushi), seguidos por um 

curto domínio transmembrana e intracitoplasmático (FURTADO et al., 2008; LIU; NIU, 

2009; JACQUET et al., 2013). Os 30 domínios SCR são dispostos em grupos de sete, 

formando quatro longas repetições homólogas (LHR-A, LHR-B, LHR-C e LHR-D), 

sendo que os dois últimos SCR constituem os domínios terminais (LIU; NIU, 2009). A 

composição dos SCRs em sítios funcionais está descrita na FIGURA 17. 

 

FIGURA 17 – ESTRUTURA GÊNICA E MOLECULAR DO CR1 

 

Cada bloco em forma de hexágono representa um SCR (repetição de consenso curta, 1 a 30), 
codificados pelos exons 2-35, mostrados logo acima. Os outros exons codificam: a região 

aminoterminal (NH2, exon 1), domínio transmembranar (TM, exons 36-37) e o domínio carboxi-
terminal intracitoplasmático (IC COOH, exons 38-39), que são todos mostrados em azul. Existem três 
locais de ligação para as opsoninas C4b (SCR 1–3, 8–10 e 15–1, na cor cinza e lilás), dos quais dois 
também são locais de ligação C3b (SCR 8–10 e 15–17, ambos na cor lilás). Os SCRs 22–28 ligam 

C1q, MBL e ficolinas. Os SCRs 22, 24 e 25 (blocos tracejados em azul) carregam antígenos de grupo 
sanguíneo Knops. As quatro repetições homólogas longas (LHR) desta proteína são representadas: 
1–7, 8–14, 15–21, 22–28. Os locais funcionais de 8–10 e 15–17 são quase idênticos. TM - domínio 

transmembranar; IC - domínio intracitoplasmático. FONTE: Adaptado de KRETZSCHMAR et al., 
2018.
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A função do CR1 varia de acordo com o tipo celular onde é expresso, sendo 

encontrado na membrana de células como eritrócitos, neutrófilos, granulócitos, 

eosinófilos, monócitos, macrófagos, linfócitos B, uma subpopulação de células T 

CD4+, células dendríticas foliculares, células de Langerhans na pele, podócitos 

glomerulares, micróglia e neurônios sendo solúvel no plasma, urina e líquido 

cefalorraquidiano (LIU; NIU, 2009; DABORG et al., 2012; HAZRATI et al., 2012). O 

CR1 é um regulador negativo do sistema complemento, e realiza o sequestro de C3b 

e C4b, levando a desestabilização e degradação de C3 e C5 convertases (FURTADO 

et al., 2008; KHERA; DAS, 2009), podendo também atuar como cofator para 

inativação de C3b e C4b, regulando a via alternativa do complemento (LIU; NIU, 

2009). Além disso, CR1 pode otimizar o processo de fagocitose e remoção de 

complexos imunes opsonizados com fragmentos do complemento (C3b, C4b e MBL) 

ou imunoglobulinas (SENGELØV et al., 1994; GHIRAN et al., 2000; BOACKLE, 2003; 

FURTADO et al., 2008; KHERA; DAS, 2009; LIU; NIU, 2009). Ademais, CR1 regula a 

proliferação de linfócitos B, prevenindo o reconhecimento inadequado de 

autoantígenos por estes linfócitos (KHERA; DAS, 2009; TÖRÖK et al., 2015). Em sua 

forma solúvel (sCR1) desempenha uma potente inibição do sistema complemento no 

local (KHERA; DAS, 2009).  

O CR1 foi associado com DA pela primeira vez em um estudo GWAS 

realizado em 2009, onde observaram uma maior susceptibilidade para portadores do 

alelo rs6656401*A, levantando a hipótese de que possivelmente CR1 estivesse 

envolvido na limpeza de placas βA (LAMBERT et al., 2009). Dessa maneira, 

acreditava-se que as isoformas maiores poderiam conferir uma proteção a DA, visto 

que teriam um sítio de ligação a C3b/C4b, tornando o processo de limpeza mais 

eficiente. Porém, isso não foi observado por Brouwers e colaboradores (2012), que 

encontraram a isoforma CR1*B associada a susceptibilidade a DA. No mesmo ano, 

Hazrati e colaboradores (2012) observaram que as isoformas CR1*A e CR1*B são 

expressas de maneira diferencial no cérebro, sendo que a isoforma CR1*B se 

apresentava em forma vesicular e em menor quantidade na membrana celular, já 

CR1*A era filiforme. Além disso, Mahmoudi e colaboradores (2015), conseguiram 

estabelecer a relação genótipo / isoforma, onde indivíduos rs6656401*A/A 

apresentavam apenas CR1*B sendo expresso, além de proporem o papel de alelo 

silencioso para CR1*B, visto que aparentemente a molécula não desempenhava sua 
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função. Também foi observado o nível de sCR1 aumentado em soro de pacientes de 

DA (MAHMOUDI et al., 2018). 

Grande parte dos estudos que observaram associações de CR1 com DA 

foram realizados com populações europeias e asiáticas (LAMBERT et al., 2009; 

BROUWERS et al., 2012; JIN et al., 2012; MAHMOUDI et al., 2015, 2018), sendo que 

estudos com populações latino-americanas não validaram as associações relatadas 

(SANTOS-REBOUÇAS et al., 2017; MORENO et al., 2017; SANTOS, DOS et al., 

2017). 

 

 Loci de associação a fenótipos de expressão quantitativa (QTLs) 
 

Os eQTLs correspondem a regiões genômicas que carregam uma ou mais 

variantes na sequência de DNA que influenciam o nível de expressão de um 

determinado gene em diferentes tecidos (ALBERT; KRUGLYAK, 2015). Já os sQTLs 

são variantes que influenciam no processamento alternativo de genes, favorecendo o 

aumento de determinado transcrito (BOOPATHI, 2020). Podem ser classificados de 

acordo com sua localização (local ou distância do(s) gene(s) sobre o(s) qual(is) tem 

que influência), assim como de acordo com o mecanismo utilizado para alterar a 

expressão (cis ou trans) (ROCKMAN; KRUGLYAK, 2006; ALBERT; KRUGLYAK, 

2015). 

Grande parte das associações observadas em GWAS são encontradas em 

regiões não codificantes e que muitas vezes não estão em desequilíbrio de ligação 

com variantes causais (ALBERT; KRUGLYAK, 2015; HU et al., 2019). Dessa forma, a 

análise de eQTLs provou ser um método robusto para descrever como a variação nos 

fenótipos pode ser atribuída a um determinado genótipo (BATTLE; MONTGOMERY, 

2014; BOOPATHI, 2020). Sendo assim, muitas variantes associadas em GWAS de 

DA que ainda não possuem uma explicação causal, tem sido reavaliadas através de 

análises de eQTLs, a fim de buscar possíveis alterações da expressão de genes 

relacionados com a fisiopatologia da doença, possibilitando a explicação das 

associações encontradas (HU et al., 2019).  
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 RNAs não codificantes (ncRNAs) 
 

A interferência por RNAs não codificadores é um dos mecanismos 

epigenéticos que vem ganhando cada vez mais destaque na regulação da expressão 

gênica e associação com doenças (CIPOLLA et al., 2018; WU; KUO, 2020). Os 

ncRNAs são transcritos do DNA, mas que não codificam proteínas. Ao invés disso, 

podem participar de inúmeros processos regulatórios e funcionais, podendo interagir 

com o DNA, outros RNAs e proteínas (TOLLEFSBOL, 2011). Dentre os ncRNAs que 

podem atuar na regulação epigenética destacam-se os micro-RNAs (miRNAs), e 

longos RNAs não codificantes (lncRNAs).  

Os miRNAs são moléculas de até 23 nucleotídeos que podem se ligar a 

regiões 3’UTR, sequência codificadora ou 5’UTR de mRNAs alvos, levando a inibição 

da tradução ou a degradação do mRNA (TOLLEFSBOL, 2011; ALMEIDA et al., 2011). 

Um único miRNA pode regular negativamente a expressão de centenas de genes 

alvos, podendo também estar envolvidos em mecanismos intrincados que envolvem 

feedback, auto-regulação e, em alguns casos, metilação (TOLLEFSBOL, 2011). 

Diversos miRNAs já foram descritos como associados a DA, regulando genes chaves 

na doença como por exemplo, os que codificam a proteína precursora amiloide (APP) 

e o precursor 1 de beta secretase (BACE1) (TAN, L. et al., 2013). 

LncRNAs são transcritos maiores que 200 nucleotídeos, pouco conservados 

entre as espécies, que apresentam geralmente expressão tecido-específica e podem 

realizar a regulação da expressão gênica na transcrição, pós-transcrição, tradução e 

pós-tradução (RINN; CHANG, 2012; HEZRONI et al., 2015). Os lncRNAs apresentam 

diversos padrões e funções moleculares distintas, o que dificulta sua classificação e 

caracterização. Para a sua classificação, é considerado a localização cromossômica 

desses lncRNAs em relação aos genes codificadores próximos, podendo ser: 

intergênicos (lincRNAs), senso (intrônicos e de sobreposição), antisenso (intrônicos 

ou transcritos antisenso naturais) e bidirecionais (DERRIEN et al., 2012). Também 

podem ser classificados quanto sua localização celular (citoplasma, núcleo ou 

ambos), e aonde irão atuar, podendo ser cis (regulando genes ou alterando o estado 

da cromatina em regiões próximas) ou trans (em genes distantes) (KOPP; MENDELL, 

2018). 

Os lncRNAs podem desempenhar diferentes funções, que foram organizadas 

em quatro arquétipos por Wang e colaboradores (2011): Sinal – o lncRNA 
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desempenha o papel de molécula sinalizadora, levando a ativação ou silenciamento 

gênico; Isca – o lncRNA compete com outros RNAs e proteínas por sítios de ligação, 

funcionando como um regulador negativo; Guia – o lncRNA se liga a proteínas a fim 

de formar complexos e o guia até o sítio alvo; Andaime – lncRNA se liga a diversas 

proteínas facilitando a interação das mesmas. É importante ressaltar que um lncRNA 

pode pertencer a mais de um arquétipo.  

Recentemente lncRNAs tem sido associados com a DA, embora grande parte 

desses ainda não estejam bem caracterizados e seu papel ainda não seja bem 

definido (HAN et al., 2019; WANG et al., 2020).
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2.2 DOENÇA DE PARKINSON (DP) 

 

2.2.1 A doença e seus aspectos clínicos 

 

A doença de Parkinson (DP) (OMIM#168600) é a segunda doença 

neurodegenerativa crônica mais comum, afetando aproximadamente 2% da 

população acima dos 65 anos (MIGLIORE; COPPEDÈ, 2009; DRAOUI et al., 2020). 

Embora tenha sido descrita por James Parkinson em 1817, a doença já era conhecida 

na Índia antiga sob o nome de "Kampavata" (KEMPSTER et al., 2007; OVALLATH; 

DEEPA, 2013).  

A DP encontra-se dentro de um grupo heterogêneo de doenças de amplo 

espectro conhecido como parkinsonismo, que apresentam em comum sintomas 

característicos do Parkinson, porém em combinações variáveis, podendo ser 

ocasionadas por outras doenças ou fatores externos, como por exemplo o uso de 

fármacos (FONTES, 2011; HAYES, 2019).  

Os sintomas da DP podem ser caracterizados como não motores e motores. 

Os sintomas não motores antecedem os primeiros sintomas motores, ocorrendo anos 

antes do diagnóstico da DP, sendo considerados bons marcadores para um 

diagnóstico precoce. Dentre esses sintomas, destacam-se os distúrbios do sono, 

disfunções no olfato, constipação, ansiedade, depressão, déficits cognitivos e 

demência (AURICH et al., 2017; KORCZYN et al., 2017; TARGA et al., 2018; 

FAGOTTI et al., 2019; HAYES, 2019). A manifestação dos primeiros sintomas motores 

ocorre quando já houve a perda de cerca de 70% dos neurônios dopaminérgicos, 

correspondendo ao período em que normalmente é feito o primeiro diagnóstico 

(CORTI et al., 2011). Dentre os sintomas motores clássicos estão o tremor em 

repouso, dificuldade para iniciar os movimentos (acinesia), tornando-os lentos e 

incompletos (bradicinesia) e com amplitude reduzida (hipocinésia), além de 

apresentarem rigidez muscular e instabilidade postural, resultando na marcha 

parkinsoniana característica (FONTES, 2011; KALIA; LANG, 2015). Adicionalmente, 

outros sintomas secundários podem ocorrer com a progressão da doença: distúrbios 

da fala, secura na boca, dificuldade de deglutição, perda de expressão facial, 

problemas dermatológicos, dores, fadiga, tontura, confusão, demência e problemas 

urinários (FONTES, 2011) (FIGURA 18). É importante ressaltar que a sintomatologia 

da DP se desenvolve e progride de maneira diferente entre os indivíduos, podendo 
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ser mais rápida para alguns pacientes e podendo se estender por 20 anos ou mais 

(FONTES, 2011; KALIA; LANG, 2015).

 

FIGURA 18 - SINTOMAS DA DP AO LONGO DO TEMPO. 

 

FONTE: Adaptado de DRAOUI et al., 2020.

 

Embora a etiologia dessa patologia ainda não esteja completamente 

elucidada, vários fatores ambientais, genéticos7 e do metabolismo celular8 têm sido 

associados com o aumento de risco para o desenvolvimento da doença. A exposição 

a pesticidas (rotenona e MPTP) e herbicidas (Paraquat) já foi associada a DP, sendo 

essas toxinas utilizadas para indução ao Parkinson em modelos animais da doença 

(ELBAZ et al., 2016; DRAOUI et al., 2020). Além disso, o hábito tabagista e consumo 

de cafeína foram associados como fatores protetivos a doença (HERNÁN et al., 2002; 

ELBAZ et al., 2016). 

 

2.2.2 Epidemiologia 

 

A DP é a segunda doença neurodegenerativa crônica mais comum na 

população idosa. Tem apresentado um crescimento rápido em termos de prevalência, 

_______________  
 
7 Os fatores genéticos envolvidos na DP serão comentados no item 2.2.5 dessa tese. 
8 Os fatores do metabolismo celular associados com a DP serão comentados no item 2.2.3 dessa tese. 
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incapacidade e morte, podendo ter o dobro do número de pacientes de 2005 até 2030 

(DORSEY et al., 2007; ZESIEWICZ, 2019; SIMON et al., 2020; DRAOUI et al., 2020). 

Em países industrializados, possui a prevalência estimada em até 0,3% de 

toda a população, ocorrendo em cerca de 1% em pessoas acima de 60 anos e 3% 

acima de 80 anos (LAU, DE; BRETELER, 2006; DEXTER; JENNER, 2013). Apresenta 

uma taxa de incidência de 8 a 18 pessoas /100.000 pessoas / ano (DRAOUI et al., 

2020). Dentre o total de casos, apenas 10% ocorrem entre 20 e 50 anos, 

caracterizando a doença em seu espectro familial (LAU, DE; BRETELER, 2006; 

DEXTER; JENNER, 2013; DRAOUI et al., 2020). A duração média da doença é de 15 

anos, desde o diagnóstico à morte (DRAOUI et al., 2020).  

Em grande parte dos estudos, há relatos que a DP é mais prevalente em 

homens do que em mulheres, com proporções entre 2:1, o que poderia ter relação 

com o papel neuroprotetor do estrogênio em mulheres, embora ainda seja necessários 

mais estudos para confirmação (DEXTER; JENNER, 2013; DRAOUI et al., 2020).  

Alguns autores reportam que pode ocorrer uma variação na prevalência da 

doença entre as etnias, porém os resultados ainda são conflitantes (LAU, DE; 

BRETELER, 2006; BAILEY et al., 2020). Recentemente, Bem-Joseph e colaboradores 

(2020), realizaram uma revisão de literatura com diversos estudos publicados em 

diferentes etnias e a DP, concluindo que diferenças genéticas e geográficas 

provavelmente interfiram nas manifestações clínicas, epidemiológicas e na 

mortalidade, porém a natureza dessas diferenças ainda não está elucidada. 

Aparentemente, pacientes afrodescendentes e hispânicos apresentam risco 

aumentado ao comprometimento cognitivo, mas são necessários mais estudos para 

corroborar essa informação.  

 

2.2.3 Fisiopatologia 

 

São considerados como biomarcadores da DP, a perda de neurônios 

dopaminérgicos na substância nigra pars compacta (SNpc) e a presença de Corpos 

de Lewy (LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002; DEXTER; JENNER, 2013).A perda 

progressiva dos neurônios dopaminérgicos na SNpc é evidenciada anatomicamente 

pela despigmentação da porção ventrolateral dessa estrutura (DEXTER; JENNER, 

2013; DRAOUI et al., 2020) (FIGURA 19). Isso resulta em uma redução do 

neurotransmissor dopamina no estriado (constituído pelo núcleo caudado e putâmen), 



60 
 

 

provocando a diminuição de atividade na via direta do circuito dos núcleos da base 

(mediada por receptores D1) e aumento na via indireta (receptores D2), resultando 

em distúrbios dos movimentos corporais voluntários (DRAOUI et al., 2020). Supõe-se 

que a fisiopatologia inicia no núcleo dorsal do nervo vago e na região reticular da 

medula, avançando para a zona frontal, SNpc, mesocortex e neocortex (FONTES, 

2011). Além do déficit de neurônios dopaminérgicos, há relatos de disfunção nas vias 

colinérgica, serotonérgica, glutamatérgica e noradrenérgica. Por alguns, estas 

alterações são consideradas como alterações secundárias, devido a um sistema de 

compensação à desregulação na via dopaminérgica, ou devido ao processo 

degenerativo da DP (CHARVIN et al., 2018).

 
FIGURA 19 - EVOLUÇÃO DA DESPIGMENTAÇÃO DA SUBSTÂNCIA NIGRA EM CORTES 

TRANSVERSAIS DO MESENCÉFALO. 

 

As lâminas estão classificadas de acordo com os estágios propostos por Braak. A: estágio I-II, B: 
estágio III-IV, C: estágio V-VI. R: núcleo vermelho. SNd: camada dorsal do SNc. SNv: camada ventral 

do SNc. 3N: nervo III. Cp: pedúnculo cerebral. FONTE: DRAOUI et al., 2020.

 

Devido a presença dos corpos de Lewy, a DP pode ser classificada como uma 

sinucleinopatia. Os corpos de Lewy são constituídos de inclusões intracitoplasmáticas 

insolúveis, cuja composição principal inclui agregados proteicos de α-sinucleína 

(LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002; KAPEZINSKI et al., 2011; TREDICI, DEL; BRAAK, 

2012). A α-sinucleína é uma proteína de 140 aminoácidos, que se encontra abundante 

no citoplasma dos neurônios e que possivelmente atua estabilizando as vesículas 

sinápticas dopaminérgicas. Essa proteína apresenta um sistema de degradação lenta, 

o que favorece a formação de agregados (SEN; WEST, 2009). Embora sejam 

considerados biomarcadores na DP, o seu papel na patogênese da doença 
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permanece pouco conhecido, não sendo exclusivos dessa doença (TREDICI, DEL; 

BRAAK, 2012). 

Até o momento, não é completamente elucidado e determinado quais são os 

mecanismos moleculares que levam ao processo de neurodegeneração seletiva 

observado na fisiopatologia da DP, porém existem alguns mecanismos candidatos 

que são alvos de diversos estudos, representados brevemente na TABELA 1. 

 

TABELA 1 - POSSÍVEIS MECANISMOS ENVOLVIDOS DA FISIOPATOLOGIA DA DP 

Mecanismo Possível envolvimento Referências 

Agregação de α-
sinucleína 

α-sinucleína pode exibir propriedades neurotóxicas 
em um processo patogênico, tornando-se 
agregados insolúveis e levando a morte celular 

(LASHUEL et al., 
2013; GHIGLIERI et 
al., 2018)  

Transmissão de α-
sinucleína célula a 

célula semelhante a 
príon  

Algumas linhas defendem que a α-sinucleína pode 
se comportar como príons, sendo liberada no 
espaço extracelular e internalizada por neurônios 
vizinhos, dessa maneira disseminando os 
agregados pelo cérebro 

(BRUNDIN et al., 
2010; ANGOT et al., 
2010; STEINER et 
al., 2018) 

Disfunção mitocondrial 
e estresse oxidativo 

Disfunção do complexo I da cadeia respiratória (em 
parte devido ao acúmulo l de α-sinucleína), 
resultando em uma alteração no potencial de 
membrana, comprometimento do controle de 
qualidade mitocondrial, interrupção da homeostase 
do cálcio e liberação aumentada de citocromo c. 
Aparentemente, os neurônios dopaminérgicos da 
SNpc são particularmente vulneráveis ao estresse 
oxidativo 

(BOSE; BEAL, 
2016; PARK et al., 
2018) 

Estresse grave do 
retículo 

endoplasmático 

Resultante do acúmulo de proteínas mal dobradas 
ou não dobradas, contribuindo para a morte 
neuronal  

(REMONDELLI; 
RENNA, 2017) 

Comprometimento da 
autofagia 

Pode aumentar a liberação e transferência de α-
sinucleína de célula para célula e levar ao acumulo 
de mitocôndrias disfuncionais 

(MINAKAKI et al., 
2018) 

Disfunção no 
transporte axonal 

Pode ocorrer devido à deficiência de energia 
(disfunção mitocondrial) e / ou a presença de 
agregados de α-sinucleína, tornando-se 
obstáculos ao transporte axonal de rotina 

(MORFINI et al., 
2009) 

Sincronização neural 
anormal nos gânglios 
da base e alterações 

sinápticas 

Alterações em circuitos cerebelares e nas 
interações entre o cerebelo e os gânglios da base 
também são considerados importantes na 
fisiopatologia da PD. A fisiopatologia do circuito 
motor resulta da perda de dopamina, mas também 
de distúrbios em outros neurotransmissores, como 
colinérgicos e glutamatérgicos 

(BURRÉ, 2015; 
CALIGIORE et al., 
2016) 
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Neuroinflamação 

Astrogliose e microgliose intensas podem estar 
associadas à plasticidade corticostriatal anormal. 
Embora talvez não seja o gatilho inicial, a 
neuroinflamação é suspeita de ser um contribuidor 
essencial para patogênese da DP 

(KAUR et al., 2017) 

FONTE: Adaptado de CHARVIN et al., 2018.

 

2.2.4 Diagnóstico e tratamento 

 

O diagnóstico da DP considera a história clínica e familiar do paciente, sua 

idade atual e o início dos sintomas, somados aos resultados de exames clínicos para 

verificação dos sintomas característicos da doença. De maneira geral, o diagnóstico 

torna-se complexo, devido a existência de inúmeras patologias que apresentam 

características e sintomatologias semelhantes a DP, ou ao uso de fármacos 

específicos, que podem originar sintomas semelhantes ao parkinsonismo, sendo 

estes, utilizados como critérios de exclusão no diagnóstico (BARBOSA; SALLEM, 

2005; FONTES, 2011). Como ferramentas de auxílio para a exclusão de demais 

patologias, podem ser utilizadas a tomografia computadorizada (TC) e a ressonância 

magnética (RM), dentre outros exames laboratoriais (FONTES, 2011).  

São considerados critérios importantes no diagnóstico clínico da DP: a 

presença do típico tremor de repouso de início unilateral e uma resposta positiva ao 

uso de levodopa (KALIA; LANG, 2015; HOMAYOUN, 2018). Além disso, como padrão 

ouro no diagnóstico é feito uma avaliação neuropatológica, observando se há perda 

neuronal moderada a grave na SNpc, com a presença de corpos de Lewy nos 

neurônios dopaminérgicos sobreviventes (DEXTER; JENNER, 2013; KALIA; LANG, 

2015). Nesse sentido, pode ser utilizada a escala de Braak, que classifica em seis 

estágios a progressão temporal e espacial dos Corpos de Lewy dentro da DP (BRAAK 

et al., 2003; KALIA; LANG, 2015).  

Como o diagnóstico de maneira geral ocorre a partir dos primeiros sintomas 

motores, caracterizando um estágio em que já há perda de massa encefálica, a busca 

por sintomas não-motores associados e outros biomarcadores para diagnósticos 

menos invasivos e precoce é de extrema importância. Infelizmente, a DP é 

progressiva e irreversível, e dessa forma, todos os tratamentos disponíveis até então, 

são paliativos, visando o controle dos sintomas, que podem se estender por muitos 

anos.  
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De maneira geral, a estratégia inicial de tratamento é a reposição de 

dopamina, a fim de ativar os neurônios dopaminérgicos remanescentes na substância 

negra, embora isso não evite o avanço da neurodegeneração (ZINGER et al., 2011). 

Dentre as drogas utilizadas para essa reposição, a levodopa (L-3,4 

dihidroxifenilalanina - L-DOPA), precursora da dopamina, é considerada padrão ouro, 

que pode ser administrada em conjunto com a carbidopa, a fim de aumentar a 

viabilidade da levodopa no SNC e reduzir efeitos colaterais, como náuseas. Porém, a 

longo prazo, o efeito da droga passa a não ser tão efetivo, resultando em diversos 

efeitos colaterais, sendo necessário uma reavaliação do tratamento (BASTIDE et al., 

2015; HAYES, 2019). 

Alguns autores mostram que o uso de L-DOPA a longo prazo pode resultar 

em discinesia (alteração dos movimentos), entre outras diversas complicações, tais 

como distúrbios neurocomportamentais, sintomas autonômicos (náusea, hipotensão 

ortostática), sonolência diurna e complicações psiquiátricas (alucinações e delírios), 

embora alguns desses sintomas possam estar relacionados com a progressão da 

doença, e sua relação com a L-DOPA precise ser corroborada por mais estudos 

(BASTIDE et al., 2015). Também há relatos de que a L-DOPA desregule algumas vias 

do metabolismo, como por exemplo, a via do triptofano, alterando as proporções entre 

3-hidroxiquinurenina e ácido quinurênico, colaborando para o quadro de discinesia 

(HAVELUND et al., 2017).  

Estudos realizados com pacientes que utilizam a L-DOPA, já demonstraram 

que níveis séricos de vitamina B12 são mais baixos em pacientes. Quando a doença 

é acompanhada de quadro demencial, estes também apresentam redução sérica nos 

níveis de folato (CERAVOLO et al., 2013; FERREIRA, 2013). O destino metabólico da 

levodopa plasmática é a formação da 3-O-metildopa (3-OMD) através de sua 

metilação catalisada pela catecol-O-metiltransferase (COMT), a qual utiliza de grupos 

metil doados pela s-adenosilmetionina (SAM). Dessa forma, a metabolização da 

levodopa interfere diretamente no ciclo do um carbono9, levando a um aumento nos 

níveis de homocisteína plasmática, que em quantidade exacerbada pode resultar em 

diversas manifestações clínicas no SNC e inclusive, acelerar a morte dos neurônios 

dopaminérgicos (FIGURA 20) (KRUMAN et al., 2000; DUAN et al., 2002; FERREIRA, 

_______________  
 
9 O ciclo do um carbono será abordado em detalhes no item 2.2.6.1.1 dessa tese 
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2013). Além disso, o ciclo de um carbono está intimamente relacionado com o 

mecanismo de regulação da expressão gênica, e uma interferência nesse processo 

pode resultar em uma desregulação nos padrões de metilação de genes, levando a 

um processo patológico (MARTIGNONI et al., 2007; HENDERSON-SMITH et al., 

2019). Dessa maneira, alguns estudos sugerem uma suplementação com vitamina 

B12 e ácido fólico para pacientes de DP, principalmente os que realizam o tratamento 

com a L-DOPA (QURESHI et al., 2008; FERREIRA, 2013).

 
FIGURA 20 - ALTERAÇÕES NO CICLO DO UM CARBONO DECORRENTE DO CATABOLISMO DE 

LEVODOPA 

 

A conversão de levodopa em dopamina requer a quebra de S-adenosil metionina como doador de 
grupo metil. Esta é a mesma fonte de grupos metil usados por DNA metiltransferases (DNMTs) para 

metilar as citosinas presentes no DNA. Além disso, a homocisteína produzida pela conversão 
levodopa-dopamina é um inibidor da atividade das DNMTs, podendo resultar em uma alteração nos 
padrões de metilação do DNA. COMT medeia ainda a conversão de dopamina em derivados O-metil 

(3-metoxitiramina), consumindo grupos metil de SAM. FONTE: HENDERSON-SMITH et al., 2019.
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Além da L-DOPA, existem outras drogas que são comumente utilizadas no 

tratamento de DP: apomorfina e pergolide (agonistas nos receptores dopaminérgicos), 

entacapona (inibidor da catecol-O-metiltransferase) e selegilina (inibidor da 

monoamina oxidase) (RENANI et al., 2019). 

Considerando os efeitos colaterais das drogas disponíveis e a busca por 

estratégias mais eficazes de combate a neurodegeneração e alívio dos sintomas, 

novos fármacos são constantemente testados. Uma das vias que tem recebido 

recente atenção é a via das quinureninas, visto que esta é ativada por citocinas pró-

inflamatórias características da neuroinflamação, que pode desencadear ou agravar 

a doença (MOFFETT; NAMBOODIRI, 2003; ZINGER et al., 2011; SOUSA, DE et al., 

2016; FUJIGAKI et al., 2017). Fármacos inibidores de enzimas fundamentais dessa 

via, tais como RO61-8048 e a nicotinilalanina, que atuam sob a enzima quinurenina 

3-monooxigenase (KMO), responsável pela quebra da quinurenina em 3-

hidroxiquinurenina (3-HK) e consequente formação de ácido quinolínico (AQ) 

(neurotóxico em grandes quantidades), podem ser uma boa alternativa de tratamento, 

podendo induzir o processamento da quinurenina pelas quinurenina 

aminotransferases (KATs), levando a formação de ácido quinurênico (QUINA), que 

possui um papel neuroprotetor10 (TAN et al., 2012).  

Além do tratamento com drogas, a terapia gênica (TG) vem ganhando 

destaque. De maneira geral, um dos principais focos nas TGs para DP é a reposição 

enzimática na formação da dopamina, regulação de vias que foram descompensadas 

devida a falta da dopamina, e aumento na produção de fatores neuroprotetores, a fim 

de retardar a morte neuronal (FONTES, 2011).  

A dietoterapia com o intuito de prevenir ou retardar os sintomas da DP vem 

ganhando adeptos. Alguns autores relatam que uma dieta cetogênica, ou seja, rica 

em lipídios (sejam eles na forma de óleos vegetais, animais ou de ácidos graxos) e 

pobre em carboidratos, podem prevenir doenças neurodegenerativas, visto que esses 

lipídios podem inibir a citotoxicidade induzida por estresse oxidativo, apoptose e 

inflamação (WŁODAREK, 2019; NURY et al., 2020). Porém, esse tipo de dieta deve 

ser usada com acompanhamento profissional, pois ocasiona uma redução do apetite, 

_______________  
 
10 A via do triptofano será detalhado no item 2.2.7 dessa tese.  
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podendo resultar em escassez de elementos nutricionais essenciais para demais 

processos fisiológicos (WŁODAREK, 2019). Além disso, dietas com restrição de 

proteínas também são utilizadas a fim de reduzir as flutuações motoras associadas 

ao uso contínuo de levodopa, embora também apresentem efeitos colaterais como a 

discenesia e precisem ser monitoradas (BARICHELLA et al., 2006; CEREDA et al., 

2010; WANG et al., 2017).  

Outra abordagem de tratamento na DP é a intervenção cirúrgica, que teve seu 

início na década de 60 (séc. XX). Nesta, os pacientes submetidos ao procedimento, 

recebiam lesões no tálamo (talamotomia) e no globo pálido (palidotomia), a fim de 

reduzir os tremores. Porém tais procedimentos tinham uma considerável taxa de 

morbidade e foram praticamente abandonados após a descoberta do tratamento com 

levodopa (FONTES, 2011; HAYES, 2019). Com as complicações decorrentes da 

terapêutica farmacológica e uma melhora nas ferramentas de imagem, a intervenção 

cirúrgica voltou a ser uma opção para alguns pacientes, em que os medicamentos não 

apresentam resultados efetivos e seus efeitos adversos impossibilitam o seu uso. 

Atualmente, a intervenção mais utilizada é a estimulação cerebral profunda (ECP), 

onde ocorre a implementação cirúrgica de um eletrodo na região cerebral em foco, 

que no caso da DP pode ser colocado no núcleo subtalâmico de Luys, glóbulo pálido 

ou no tálamo. Este eletrodo é conectado a um aparelho eletrônico implantado no tórax 

que gerará impulsos de frequência de aproximadamente 13Hz, estimulando as 

regiões cerebrais e reduzindo os sintomas de tremor, bradicinesia e rigidez (FONTES, 

2011). As desvantagens dessa intervenção são os custos elevados, necessidade de 

ajustes periódicos e riscos eminentes presentes em cirurgias de grande porte, tais 

como infecções, hemorragias e mortalidade. 

 

2.2.5 Genética  

 

Em 1996, foi identificada a primeira mutação associada a DP, através de um 

estudo com uma grande família italiana, onde foi observado um padrão de agregação 

familiar relacionado com uma mutação no braço longo do cromossomo 4 (4q21 - q23) 

(POLYMEROPOULOS et al., 1996). Posteriormente, a localização dessa mutação foi 

identificada como pertencente ao gene da α-sinucleína (POLYMEROPOULOS et al., 

1997), responsável pela codificação de uma proteína, que anos depois descobriu-se 

estar diretamente envolvida na patologia (IBÁÑEZ et al., 2004; PALS et al., 2004). 
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Porém, em estudos realizados com outras famílias nos anos posteriores, observou-se 

outras regiões cromossômicas associadas, não sendo relatado associações com a 

primeira mutação identificada, em grande parte das famílias analisadas (MUÑOZ et 

al., 1997; SCOTT et al., 1999). Dessa forma, ficou evidente que a DP é uma doença 

geneticamente heterogênea e complexa (KLEIN; WESTENBERGER, 2012). 

Atualmente, sabemos que embora o surgimento da doença possa ocorrer pela 

herança mendeliana de algumas variantes gênicas, levando o surgimento da doença 

de forma precoce (antes dos 60 anos), a grande maioria dos casos são esporádicos 

e resultantes de uma complexa interação entre a genética do indivíduo e o ambiente.  

Historicamente, os genes ou loci que eram identificados como ligados a DP 

recebiam o nome de “PARK” na ordem em que eram identificados, sendo que até o 

ano de 2016 somavam-se 23 PARKs (STOKER; GREENLAND, 2018). Porém, esse 

sistema de classificação apresentava várias inconsistências, como a ausência da 

replicação da associação de alguns loci em diferentes populações. Além disso, o gene 

causador não foi identificado para todos os loci, e nem todos os genes identificados 

apresentavam mutações causadoras ou determinantes da doença (KLEIN; 

WESTENBERGER, 2012). Muitas das mutações associadas a DP exibem penetrância 

incompleta ou variação na expressividade, mesmo se tratando de variantes 

monogênicas (OHNMACHT et al., 2020; BLAUWENDRAAT et al., 2020). Até 2018, 

foram identificados através de estudos GWAS, 41 loci gênicos como associados ao 

aumento do risco de desenvolvimento de DP, sendo que algumas dessas mutações 

são compartilhadas entre as formas familiais e esporádicas da doença (FIGURA 21). 

Vale ressaltar, que nas formas esporádicas, a DP é uma doença complexa, com 

influência genética e ambiental, e que desse modo possuir as variantes de 

susceptibilidade, não significa necessariamente o desenvolvimento da doença 

(HARDY, 2010; KLEIN; WESTENBERGER, 2012; DEXTER; JENNER, 2013; 

KORCZYN et al., 2017; HEESBEEN, VAN; SMIDT, 2019). A taxa de risco poligênico 

para DP apresenta um AUC entre 0,65 a 0,69, indicando o envolvimento não apenas 

genético, mas de fatores ambientais (BLAUWENDRAAT et al., 2020). 
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FIGURA 21 - ARQUITETURA GENÔMICA NA DP 

 

FONTE: Adaptado de STOKER; GREENLAND, 2018.

 

2.2.6 Regulação epigenética  

 

O termo “epigenética” foi proposto pela primeira vez em 1942 por Conrad 

Waddington, a fim de definir como as interações causais entre genes e seus produtos 

possibilitavam a expressão do fenótipo (WADDINGTON, 2012). Embora essa tenha 

sido a ideia inicial, ao longo dos anos seu significado sofreu diversas alterações, sendo 

que hoje, o mais aceito trata a epigenética como uma mudança fenotípica herdada 

devido a processos resultantes de mecanismos que controlam a expressão gênica, 

mas que não alteram a sequência do DNA (PORTELA; ESTELLER, 2010; 

TOLLEFSBOL, 2011).  
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Dentre os mecanismos de regulação epigenética mais conhecidos estão: a 

metilação do DNA11, modificações de histonas e interferência por RNAs não 

codificantes12. 

A modificação de histonas pode resultar em uma alteração no posicionamento 

dos nucleossomos, permitindo ou não o acesso da maquinaria de transcrição a 

regiões promotoras dos genes. Nucleossomos são compostos por um octâmero de 

duas subunidades de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4, sendo que H2A e 

H2B se agrupam em dois dímeros e H3 e H4 formam um tetrâmero. Ao redor dessa 

estrutura, 146 pares de bases nucleotídicas contornam o conjunto de histonas em 

duas voltas, formando o nucleossomo (TOLLEFSBOL, 2011). Além das histonas 

mencionadas acima, ainda há a histona H1, que embora não participe do 

nucleossomo em si, se liga ao DNA que separa os dois complexos de histona, selando 

o nucleossomo no local em que o DNA entra e sai (DAUJAT et al., 2005). A porção 

amino-terminal das proteínas principais das histonas contém uma região da cauda 

flexível e altamente básica, estando sujeita a várias modificações pós-traducionais, 

sendo que a histona H3 apresenta a maior cauda, recebendo mais modificações que 

as demais (PORTELA; ESTELLER, 2010; TOLLEFSBOL, 2011) (FIGURA 21).  

Dentre as principais modificações que podem ocorrer na cauda das histonas 

estão: acetilação (Ac) e a metilação (Me), embora ainda possa ocorrer fosforilação, 

ubiquitinização, sumorilação, citrulinação, ribosilação, isomerização de prolina e 

serotonilação. Tais modificações normalmente ocorrem nas lisinas (K), argininas (R) 

e serinas (S), e constituem o código de histonas, que podem levar a uma maior ou 

menor condensação do DNA através da sinalização e interação com proteínas 

específicas. É importante ressaltar que todas essas modificações são combinatórias 

e interdependentes levando a resultados celulares distintos e consistentes 

(TOLLEFSBOL, 2011; ZLOTORYNSKI, 2019). 

A acetilação e deacetilação das histonas se dá pela ação das histonas 

acetiltransferases (HAT) e histonas deacetilases (HDAC), respectivamente. A adição 

de um grupo acetil na lisina leva ao afrouxamento da conexão do octâmero de 

histonas, o que poderá resultar em uma ativação gênica. Já a metilação das histonas 

é feita pelas histonas metil transferases (HMTs) que podem metilar a lisina e a arginina 

_______________  
 
11 Informações sobre a metilação e seu mecanismo será abordada no item 2.2.6.1 dessa tese. 
12 Informações sobre os RNAs não codificantes foram detalhados no item 2.1.5.3 dessa tese. 
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com até três grupos metil, podendo ser revertido pelas histonas demetilases 

(TOLLEFSBOL, 2011). O impacto da metilação de histonas na expressão gênica vai 

estar relacionada com qual histona, aminoácido e posição que ocorreu a metilação, 

podendo ser uma sinalização ativadora ou repressora da expressão gênica.  

 

FIGURA 22 - COMPOSIÇÃO DE UM NUCLEOSSOMO HIPOTÉTICO COM MODIFICAÇÕES NAS 
CAUDAS DAS HISTONAS 

 

As enzimas que modificam as caudas das histonas são indicadas na figura como Writers (“escritoras”) 
e Erasers (“apagadoras”), enquanto as proteínas Readers (“leitoras”) determinam o resultado 

funcional de modificações específicas. FONTE: Adaptado de REGNIER & KIM, 2018. 

 

Quando os nucleossomos são compactados, ocorre a formação da 

heterocromatina, impossibilitando a transcrição gênica. Já quando esses estão 

descompactados, originam a eucromatina, e consequentemente permitem que uma 

série de processos celulares importantes ocorram, tais como a transcrição (ALLIS et 

al., 2015).  

De maneira geral, desregulações nos padrões dos mecanismos epigenéticos 

podem resultar em diversos estados patológicos, sendo alvo de crescente interesse e 

pesquisa (PORTELA; ESTELLER, 2010). Em especial, o sistema nervoso central 

precisa ser cuidadosamente regulado, para que cumpra suas funções 

adequadamente. Neste sentido, já foram observadas várias alterações epigenéticas 

associadas a DP (TABELA 2). 

 



71 
 

TABELA 2 - EXEMPLOS DE MODIFICAÇÕES EPIGENÉTICAS RELATADAS EM DP. 

Modificação 
epigenética Locus Possível função 

Hipermetilação do 
DNA 

HLA DQA1  
GFPT2  
MAPT Envolvido na idade de início e estado da DP esporádica 
PGC 1α Desregulação na sinalização inflamatória 

Metilação de 
mRNA 

KCNJ6 Níveis aumentados de m6 A (adenina metilada) desses 
mRNAs diretamente envolvidos na via de sinalização 
dopaminérgica, resultando em baixa expressão de 
proteínas 

GRIN1  
DRD3  

Hipometilação do 
DNA 

VTRNA2–1 Induz mudanças transcriptômicas sutis 
TNF α Citocina inflamatória que leva à morte de células 

dopaminérgicas em DP. 
SNCA Disfunção mitocondrial de α-sinucleína acumulada 
PARK2 Desconhecido 

Hipoacetilação 

Tyrosine Hydroxylase A enzima limitante da taxa na síntese de monoamina 

PGC 1α Hipermetilação do promotor de PGC-1α na substância 
negra em DP esporádico 

Hiperacetilação HLA DPα1 Presente na micróglia ativada 

MicroRNA 

miR 133b Regula a maturidade e a função dos neurônios 
dopaminérgicos do mesencéfalo 

miR 132 Redução em Nurr1 
miR-124 Envolvido na diferenciação de neurônios 
miR7 Regula os níveis de expressão da α-sinucleína 
miR 106a  
miR 34b Regula Parkin e Dj1 
miR 34c  
miR 494 Regula Dj1 
miR 21 Regula a via de autofagia 
miR 224  
miR 373  
miR 205 Regula LRRK2 

Major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1 (HLA DQA1); Glutamine-fructose-6-phosphate 
transaminase 2 (GFPT2); Microtubule associated protein tau (MAPT); PPARG coactivator 1 alpha 

(PGC 1α); Potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 6 (KCNJ6); Glutamate 
ionotropic receptor NMDA type subunit 1 (GRIN1); Dopamine receptor D3 (DRD3); Vault RNA 2-1 

(VTRNA2–1); Tumor necrosis factor alpha (TNF α); Synuclein alpha (SNCA); Parkin RBR E3 ubiquitin 
protein ligase (PARK2);  FONTE: Adaptada de RENANI et al., 2019. 

 

  Metilação do DNA 
 

A metilação do DNA é um dos mecanismos de regulação epigenética mais 

bem caracterizados (LARDENOIJE et al., 2015). O funcionamento adequado desse 
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processo é fundamental para a homeostase do organismo, visto que representa a 

memória celular dos padrões de expressão gênica (LI; ZHANG, 2014). 

Em mamíferos, a metilação do DNA ocorre predominantemente em citosinas 

seguidas de guaninas (CpG), criando as 5-metilcitosinas (5mC). Recentemente, 

alguns estudos relataram metilações em adeninas (3mA) e guaninas (7mG), ou ao 

invés de uma CpG, uma citosina seguida de outra base nitrogenada CpH (H = A / C / 

T), que de maneira geral são muito mais raras (THOMAS et al., 2013; GUO et al., 

2014; LI; ZHANG, 2014; LARDENOIJE et al., 2015). 

Durante a replicação ou reparo do DNA, os padrões de metilação podem ser 

copiados para o DNA nascente, graças a auto complementariedade dos 

dinucleotídeos CpG. Para tal, enzimas metiltransferases de manutenção (DNMT1) 

reconhecem quais CpG apresentam a metilação apenas na fita parental e realizam a 

metilação na fita recém sintetizada, exclusivamente para o CpG emparelhado com o 

CpG parental metilado, sendo esse processo chamado de metilação de manutenção 

(LI; ZHANG, 2014; LARDENOIJE et al., 2015). A metilação de CpGs também pode 

ocorrer de novo, ou seja, em CpGs que não apresentam a metilação originalmente, 

sendo feita por outras metiltransferases (DNMT3a e DNMT3b) (LARDENOIJE et al., 

2015). 

Existem quatro tipos principais de DNMTs que são estrutural e funcionalmente 

distintas: DNMT1, DNMT2, DNMT3a e DNMT3b. A DNMT1 atua exclusivamente na 

manutenção da metilação, como mencionado anteriormente, apresentando uma 

preferência de 30 a 40 vezes maior por locais hemimetilados e possuindo uma 

expressão maior em células em divisão (TOLLEFSBOL, 2011; LI; ZHANG, 2014). A 

DNMT2 atua como RNA metiltransferase, não se envolvendo diretamente com o 

processo de metilação do DNA (JURKOWSKI et al., 2008). As DNMT3a e DNMT3b 

são responsáveis pela metilação de novo, apresentando sua expressão de maneira 

mais específica de acordo com o tipo celular. Além disso, ainda participa desse 

processo como proteína reguladora a DNMT3-Like, que é muito similar a DNMT3a e 

DNMT3b, mas não possui a quantidade suficiente de resíduos conservados 

necessários para a atividade de DNMTase no domínio C-terminal (TOLLEFSBOL, 

2011).  

As DNMTs realizam a metilação das citosinas através da adição covalente de 

um grupo metil proveniente do S-adenosil metionina (SAM) ao carbono 5 da citosina 
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seguida de guanina (5’CpG3’), levando a formação de 5-metilcitosina (5mC) (FIGURA 

22). A SAM é proveniente de um complexo ciclo chamado ciclo do um carbono13 

 
FIGURA 23 - METILAÇÃO, HIDROXILAÇÃO E DESMETILAÇÃO DA CITOSINA NO DNA 

 

A - O ponto de interrogação indica possível atividade das DNA demetilases. B - Conversão de 5mC 
em 5hmC no DNA pela TET (Tem Eleven Translocation). C - Não se sabe se 5hmC é um produto final 

ou um intermediário na desmetilação do DNA ativo. FONTE: TOLLEFSBOL, 2011.

 

A desmetilação do DNA pode ocorrer de forma passiva através de um erro 

ocorrido no processo de manutenção da metilação durante a replicação, por 

desaminação da 5mC transformando-a em uma timina ou por erros de reparo do 

genoma em regiões que continha 5mCs. Além da forma espontânea, a desmetilação 

também pode ocorrer por intervenção enzimática das 5-mC dioxigenases (enzimas de 

translocação dez-onze - TET 1-3) que oxidam o grupo metil da 5mC, tornando-a em 

citosina 5-hidroximetil (5hmC) (UNNIKRISHNAN et al., 2019). Posteriormente, as 

5hmC podem sofrer uma nova oxidação pelas TETs, resultando em 5-formilcitosina e 

5-carboxilcitosina, que serão excisadas pela via de reparo de bases do DNA. A 5hmC 

também pode ser desaminada pela citosina desaminase, resultando em 5- 

hidroximetiluracil; sendo também posteriormente removida e substituída por uma 

citosina não metilada pela via de reparo por excisão de base (FIGURA 23) 

(UNNIKRISHNAN et al., 2019). No caso da 5hmC permanecer sem uma nova 

oxidação pelas TETs, ela pode levar a alteração no padrão de metilação, pois não 

será reconhecida pela DNMT1 no próximo ciclo de replicação, consequentemente não 

tendo a citosina metilada no DNA nascente (LI; ZHANG, 2014). 

_______________  
 
13 O ciclo do um carbono será abordado em detalhes no item 2.2.6.1.1 dessa tese. 
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FIGURA 24 - PROCESSO DE METILAÇÃO DO DNA 

 

O esquema mostra as etapas envolvidas na formação e eliminação de 5-metil citosina (mC) no DNA. 
Abreviaturas: SAM - S-adenosilmetionina; SAH - S-adenosil homocisteína; hmC - 5-hidroximetil 

citosina; fC - 5-formil citosina; caC - 5-carboxil citosina; BER - reparo por excisão de base; TDG - 
timidina DNA glicosilase. FONTE: Adaptado de UNNIKRISHNAN et al., 2019.

 

Inicialmente, a 5hmC foi considerada apenas como um intermediário na via 

de desmetilação ativa por TET, porém não foi verificado posteriormente uma 

correlação entre os níveis aumentados de 5hmC e a diminuição dos níveis de 5mC 

(KLEIN; JAGER, DE, 2016). Em um estudo feito durante a neurogênese em cérebro 

embrionário de camundongos, observou-se que nas células neuronais, a 5hmC 

encontra-se preferencialmente distribuída ao longo do corpo do gene e não em 

regiões potenciadoras, além de estar associada com modificações específicas nas 

histonas (HAHN et al., 2013). No cérebro humano, a 5hmC encontra-se enriquecida, 

particularmente em neurônios, sendo encontrada em sua maioria, no corpo de genes 

ativos, estando relacionada com aumento da atividade gênica. Isso indica que 5hmC, 

ao contrário do que se pensava, pode também ser uma marca epigenética estável 

(KLEIN; JAGER, DE, 2016). Em estudo recente, foi analisado através de imuno-

histoquímica, a presença de 5mC e 5hmC na substância nigra e cerebelo de pacientes 

de DP. Nos neurônios dopaminérgicos, observou-se níveis inalterados de 

imunorreatividade a 5-mC e 5-hmC, não apresentando diferenças significativa, em 

contraste com a região da substância branca cerebelar, que teve um aumento na 

presença de 5hmC (KAUT et al., 2019). 
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O efeito na expressão gênica ocasionado pela metilação do DNA sofre 

variações de acordo com o local onde ela ocorre. Quando em regiões promotoras de 

genes, de maneira geral, a metilação está associada com a repressão transcricional, 

porém quando ocorre ao longo da sequência gênica, ela pode estar facilitando a 

ocorrência de splicing (processamento de pré-mRNA) alternativo (LARDENOIJE et al., 

2015; UNNIKRISHNAN et al., 2019). Nas regiões promotoras, a metilação do DNA 

pode interromper diretamente o processo de transcrição, interferindo na ligação dos 

fatores transcricionais, além de poder recrutar proteínas do domínio de ligação a metil-

CpG (MBD), ativando a modificação subsequente da cauda de histonas, acarretando 

na compactação da cromatina (PORTELA; ESTELLER, 2010; LI; ZHANG, 2014; 

LARDENOIJE et al., 2015; UNNIKRISHNAN et al., 2019). 

Considerando a importância da regulação de todo o processo de metilação e 

suas consequências a níveis de expressão gênica para o organismo, torna-se 

evidente que a ocorrência de uma instabilidade nesse mecanismo poderá ocasionar 

um estado patológico. Durante o envelhecimento, os padrões de metilação são 

alterados de maneira global no organismo, resultando em uma desregulação 

epigenética, especialmente no cérebro. Sítios CpG que anteriormente eram metilados, 

passam a ser hipometilados, e da mesma maneira, sítios não metilados passam a ser 

hipermetilados (KLEIN; JAGER, DE, 2016).  

Na DP, já foram observadas diversas alterações no padrão de metilação de 

genes associados com a doença, envolvendo a hipermetilação de HLA-DQA1, 

GFPT2, MAPT e PGC-1α, e a hipometilação de SNCA, PARK2, TNF-α; VTRNA2-1 

(PIEPER et al., 2008; MASLIAH et al., 2013; MINONES-MOYANO et al., 2013; 

COUPLAND et al., 2014; SU et al., 2015; ERYILMAZ et al., 2017). Um dos genes mais 

estudados nesse contexto é o SNCA, visto que esse codifica para a proteína α-

sinucleína, componente principal dos corpos de Lewy e um dos marcadores da DP. 

Já foi demonstrado que na DP esse gene está hipometilado, correlacionando com o 

aumento da expressão da α-sinucleína (GUHATHAKURTA et al., 2017). 

 

2.2.6.1.1  O ciclo do um carbono  
 

Diversos processos biológicos são dependentes da transferência de grupos 

metil para operar corretamente, como por exemplo a síntese e metilação de 

nucleotídeos de DNA. Para tal, a produção de doadores metil deve ser eficiente, para 
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que não ocorra uma disfunção dos processos celulares fundamentais (TOLLEFSBOL, 

2011).  

SAM é a molécula precursora universal de grupos metil, sendo produzida 

através do metabolismo do um carbono, tornando-se matéria prima essencial para o 

processo de metilação do DNA (FIGURA 24) (TOLLEFSBOL, 2011). Para o correto 

funcionamento desse ciclo, são necessários grupos metil provenientes da dieta, 

enzimas específicas e cofatores associados.

 
FIGURA 25 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO METABOLISMO DO UM CARBONO 

 

As linhas vermelhas tracejadas indicam a inibição das reações enzimáticas: o acetilaldeído inibe 
diretamente o folato e a absorção do folato. Também diminui a regulação do MS. Alto nível de SAH 

desregula a atividade de MT. O aumento da concentração de SAM inibe a atividade de MTHFR, 
limitando a biodisponibilidade de 5-metil THF. O cádmio é um inibidor da atividade DNMT. A linha 
tracejada verde indica a regulação positiva de vias específicas. Todos os tecidos de mamíferos 

expressam MAT e MS, enquanto o BHMT é encontrado apenas no fígado e rim. SAM inibe MTHFR e 
MS e ativa CBS levando à canalização de homocisteína pela via de transulfuração. Abreviações: RFC 

- transportador de folato reduzido; FR - receptor de folato; THF - tetrahidrofolato; MS - metionina 
sintase; BHMT – betaína-homocisteína metiltransferase; DMG - dimetilglicina; MAT – metionina 

adenosiltransferase; SAM - S-adenosilmetionina; MT - metiltransferase; X - substratos para metilação; 
SAH - S-adenosil-homocisteína; CBS - cistationina beta-sintase; SHMT - serina 

hidroximetiltransferase; MTHFR - metileno THF redutase; DHF - dihidrofolato; TS - timidilato sintase. 
FONTE: TOLLEFSBOL, 2011
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Os principais doadores de grupos metil para a formação de SAM são os 

folatos, que podem ser ingeridos na dieta ou através de sua forma sintética (ácido 

fólico). Esses atuam como mediadores nas vias metabólicas do ciclo do um carbono, 

junto de outros cofatores, como por exemplo as vitaminas B2, B6 e B12 

(TOLLEFSBOL, 2011).  

O folato adquirido através da dieta, encontra-se disponível no plasma como 

metiltetrahidrofolato poliglutamato (metil-THF), que será transportado para o 

citoplasma celular, predominantemente pelo transportador de folato reduzido (RFC). 

Após o transporte, o metil-THF doa um grupo metil para a produção de tetra-

hidrofolato (THF) que poderá servir como precursor da conversão de homocisteína 

em metionina. Esse processo é de suma importância, sendo catalisado pela metionina 

sintase (MS), que requer a presença de vitamina B12 como cofator. Caso ocorra um 

comprometimento nessa reação, os folatos permanecerão inutilizáveis, pois a MS é a 

única enzima que utiliza o metil-THF. A metionina é convertida em S-adenosil 

metionina (SAM) pela ação da metionina adenosiltransferase (MAT), sendo essa a via 

catabólica preferencial da metionina no fígado. O SAM poderá ser utilizado em 

inúmeros processos celulares, nos quais se faz necessária a doação de grupos metil, 

tais como a metilação do DNA. Invariavelmente, essas reações resultarão na 

conversão de SAM em S-adenosil-homocisteína (SAH), que é um potente inibidor 

competitivo de SAM nas reações de transmetilações, sendo fundamental sua 

remoção. Tal reação ocorre pela SAH hidrolase (SAHH) que metaboliza SAH em 

homocisteína.  

Quando o folato é adquirido através da sua forma sintética, ele deve ser 

primeiramente reduzido para poder entrar no ciclo do um carbono. Esse processo 

ocorre pela ação da dihidrofolato redutase (DHFR), formando o di-hidrofolato (DHF) e 

posteriormente o THF. Quando formado por essa via, o THF é catabolizado em 5,10-

metil THF pela ação da serina hidroximetiltransferase (SHMT) e do cofator vitamina 

B6, convertendo a serina em glicina. Posteriormente, esse subproduto é transformado 

em 5-metil THF pela ação do metileno THF redutase (MTHFR) que utiliza como cofator 

a vitamina B2. 

A produção de SAM é dependente de uma complexa interação entre 

disponibilidade de cofator e substrato além da capacidade da atividade enzimática, 

sendo que essa, pode sofrer influência de variabilidade genética (TOLLEFSBOL, 

2011).A homocisteína que é produzida pela hidrolise de SAH pela SAHH, é tóxica se 
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acumulada, podendo acarretar a hiperhomocisteinemia, que é um fator de risco para 

diversas doenças, inclusive as neurodegenerativas (FERREIRA, 2013; XIE et al., 

2017). Por isso ela deve ser novamente metabolizada através de uma re-metilação, 

catalisada pela metionina sintase e seu cofator (vitamina B12) produzindo metionina, 

sendo então reciclada pela MTHFR. Alternativamente, a homocisteína pode passar 

por uma transsulfuração produzindo cisteína ou ser exportada para fluidos 

extracelulares. Além disso, as concentrações de homocisteína podem aumentar como 

resultado da deficiência em folato, vitamina B6 ou B12, ou relacionada com mutações 

genéticas em genes de enzimas redutases (MTHFR ou cistationina β-sintase) 

(FERREIRA, 2013). 

 

2.2.7 A via do Triptofano14  

 

O triptofano (TRP) é considerado um aminoácido essencial, não sendo 

sintetizado pelo nosso organismo e que precisa ser adquirido através da dieta 

(MAJEWSKI et al., 2016). Pode ser encontrado em diversos alimentos, tais como 

chocolate, ovos, peixes, legumes e carnes (CERVENKA et al., 2017).  

A maior parte do TRP disponível no intestino é levado pela circulação 

sanguínea até o fígado, onde será metabolizado. Posteriormente, o TRP 

remanescente e seus subprodutos, serão distribuídos através da circulação periférica 

para os diversos tecidos (CERVENKA et al., 2017). Apenas uma pequena fração do 

triptofano é utilizado na produção de proteínas, sendo o restante majoritariamente 

metabolizado pela via do triptofano. Esta possui dois ramos de processamento 

distintos: a via da serotonina (5-HT), e a das quinureninas (KYNs), a qual corresponde 

ao processamento de cerca de 95 % do triptofano disponível (MÁNDI; VÉCSEI, 2012; 

VÉCSEI et al., 2013).  

No ramo que leva a formação de 5-HT, o triptofano é hidrolisado pela 

triptofano hidroxilase (TPH) resultando em 5-hidroxitriptofano (5-HTP), que será 

metabolizado em 5-HT, e poderá ser armazenada em vesículas sinápticas, 

_______________  
 
14 A siglas utilizadas para os elementos participantes da via encontram-se em inglês, pois a tradução 

em português, muitas vezes resulta na abreviação em inglês de outro metabólito participante via, 
podendo gerar equívocos. Para a tradução das siglas em português e inglês, consultar a seção de 
abreviações dessa tese. 
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metabolizada em 5-hidroxi-indoleacético (5-HIAA) ou em melatonina (E CARVALHO 

et al., 2017).  

Quando processado pelo ramo das KYNs (FIGURA 25), o triptofano pode ser 

catabolizado em formilquinurenina pela ação da indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) 

ou da triptofano 2,3-dioxigenase (TDO). No fígado, essa catálise ocorre por meio da 

TDO, enquanto nos demais órgãos, pelas IDO (E CARVALHO et al., 2017). 

Posteriormente a formilquinurenina é metabolizada pela formamidase, resultando em 

quinurenina (KYN), que poderá ser catabolizada por três diferentes enzimas, que 

levam a diferentes rotas. 

Quando processada pela quinureninase (KYNU), que utiliza de piridoxina 

(vitamina B6) como cofator, a KYN dará origem ao ácido antranílico (AA), que poderá 

servir como precursor da formação do ácido 3-hidroxi-antranílico (3-HANA), 

principalmente no cérebro (BARAN; SCHWARCZ, 1990; SCHWARCZ et al., 2012). 

No entanto, se KYN for processada pelas quinurenina aminotransferases (KATs), que 

assim como a KYNU, necessita de vitamina B6 como cofator, haverá a formação de 

ácido quinurênico (KYNA), que poderá sofrer uma reação espontânea, originando 

ácido quinaldico (HAVELUND et al., 2017). E como última rota de processamento, 

KYN poderá ser catabolizada pela quinurenina 3-monoxigenase (KMO), que utiliza 

como cofator a riboflavina (vitamina B2), resultando em 3-hidroxiquinurenina (3-HK), 

o qual poderá ser metabolizado pelas KATs em ácido xanturênico (XA), ou pela KYNU, 

originando o 3-HANA. Esta, poderá ser oxidada em ácido cinabárico ou servir de 

substrato para a 3-hidroxiantranílico-3,4-dioxigenase (3-HAO) resultando em semi-

aldeído 2-aminocarboximucônico (ACS), o qual poderá sofrer uma reação espontânea 

originando o ácido quinolínico (QUIN), que servirá de substrato para a quinolinato 

fosforibosil transferase (QPRT) levando a formação de dinucleótido de nicotinamida e 

adenina (NAD+). Ainda, o ACS poderá ser processado pela descarboxilase 2-amino-

3-carboximucônico-6-semialdeído (ASD), resultando em semialdeído-2-

aminomucônico (AS) que através de uma reação não enzimática, originará o ácido 

picolínico (SCHWARCZ et al., 2012; VÉCSEI et al., 2013; SCHWARCZ; STONE, 

2017). Todos os metabólitos gerados na via da KYNs são chamados de maneira geral 

de quinureninas (MÁNDI; VÉCSEI, 2012).
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FIGURA 26 - VIA DAS QUINURENINAS 

 

FONTE: MITTAL, 2015.

 

Apenas TRP, KYN e 3-HK são capazes de transpassar a barreira 

hematoencefálica (BHE), sendo esses automaticamente absorvidos pelas células da 

glia (MADDISON; GIORGINI, 2015; E CARVALHO et al., 2017). Sendo assim, 40% 

da KYN é gerada no local e 60% é proveniente do sangue (VÉCSEI et al., 2013). 

A expressão da via das KYNs no cérebro ainda não está completamente 

elucidada, visto que, embora as enzimas envolvidas na via sejam completamente 

expressas em células da linhagem monocítica (macrófagos e a micróglia), em demais 

células (astrócitos, neurônios, oligodendrócitos e células endoteliais) elas são 

parcialmente expressas, resultando na presença diferencial de certos metabólitos 

entre as células (LIM et al., 2017). A exemplo disso, a síntese de QUIN e KYNA são 

espacialmente separados, já que KYNA é produzida por astrócitos, enquanto QUIN é 

sintetizada na micróglia ativada e em macrófagos infiltrados (MADDISON; GIORGINI, 

2015; LIM et al., 2017). 
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Os diversos metabólitos originados na via das KYNs, podem apresentar 

efeitos neurotóxico, neuroprotetor ou imunomodulador (LIM et al., 2017). KYN tem 

sido utilizada como um biomarcador para diversas doenças neurológicas (FUJIGAKI 

et al., 2017). Alguns estudos em modelos, relatam que além de ter um papel como 

substrato para metabolização na via, KYN apresenta um papel fisiológico, com 

propriedades neuroativas (pró e antioxidantes), embora sua atuação in vivo no SNC, 

ainda precisa ser elucidada (SONG et al., 2011; REYES OCAMPO et al., 2014; 

FUJIGAKI et al., 2017).  

KYNA age como um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), 

possuindo um papel neuroprotetor e anti-excitotóxico endógeno na modulação da 

neurotransmissão glutamatérgica, protegendo contra danos neuronais causados por 

QUIN, visto que esse é um agonista do mesmo receptor (MADDISON; GIORGINI, 

2015). Porém, em caso de acúmulo anormal de KYNA no SNC, este poderá induzir 

um hipo-funcionamento glutamatérgico, perturbando a função cognitiva (OLNEY et al., 

1991). Além disso, KYNA também é um antagonista do receptor α-7-nicotínico de 

acetilcolina (α7nAChR), sendo que caso haja acúmulo de KYNA, esse poderá suprimir 

a função desse receptor, induzindo um bloqueio sensorial auditivo (SHEPARD et al., 

2003).  

3-HK é caracterizado com um metabólito tóxico capaz de induzir o dano 

oxidativo, através de sua interação com a xantina oxidase (XO), levando a produção 

de EROs e induzindo a clivagem do DNA nuclear, resultando em apoptose (OKUDA 

et al., 1998; E CARVALHO et al., 2017). Porém, alguns estudos mencionam que a 

toxicidade do 3-HK não está apenas relacionada com a produção de EROs, mas 

também com o comprometimento do metabolismo da energia celular (REYES 

OCAMPO et al., 2014). Mais estudos são necessários a fim de elucidar o mecanismo 

de toxidade desse metabólito (FUJIGAKI et al., 2017).  

QUIN é um metabolito neurotóxico, agonista dos receptores NMDA, levando 

a uma atividade exacerbada dos neurônios, podendo levar a danos neuronais. Além 

disso, QUIN pode gerar o estresse oxidativo e a liberação de radicais livres, 

independentemente de sua interação com os receptores NMDA. Dessa maneira, 

níveis elevados de QUIN são biomarcadores de doenças neurológicas inflamatórias, 

associadas à ativação do metabolismo das KYNs (FUJIGAKI et al., 2017). 

O processo inflamatório induz as enzimas da via das KYNs (MOFFETT; 

NAMBOODIRI, 2003; MÁNDI; VÉCSEI, 2012; FUJIGAKI et al., 2017). IDO1 é a 
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principal responsável pela metabolização do triptofano no cérebro. Sua expressão e 

atividade é induzida por interferons (IFNs), especialmente o INF-γ, TNF-α, receptores 

Toll (TLRs 1-6 e 9), lipopolissacarídeos (LPS), proteínas virais e amiloide (LIM et al., 

2017). Além disso, sua expressão também é aumentada por várias outras citocinas 

pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IL-1β. Outras enzimas participantes da via, 

como a KMO, também podem ser estimuladas por mediadores inflamatórios, 

resultando em um aumento de 3-HK e QUIN, que são neurotóxicos em alta 

concentração (FUJIGAKI et al., 2017). 

 

  O envolvimento das KYNs na Doença de Parkinson  
 

A via das quinureninas é um dos principais mecanismos reguladores da 

resposta imune (MOFFETT; NAMBOODIRI, 2003), estando envolvida em diversas 

doenças neuroinflamatórias e degenerativas, tais como DA, DP, Doença de 

Huntington (DH), Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) e Esclerose Múltipla (EM) (BEAL 

et al., 1990; GUILLEMIN; BREW, 2002; GUILLEMIN et al., 2006; RAJDA et al., 2007). 

O primeiro relato do envolvimento da via das KYNs em DP ocorreu por Ogawa 

e colaboradores (1992), que verificou um aumento significativo das razões TRP / KYN 

e KYNA / TRP nas regiões do córtex frontal, putâmen e SNpc, além de níveis mais 

elevados de 3-HK no putâmen e SNpc desses pacientes de DP. Posteriormente, 

alguns estudos de metabolomas foram desenvolvidos com pacientes de DP e 

observaram níveis mais elevados de 3-HK no líquido cefalorraquidiano (LCR) 

(LEWITT et al., 2013), mas o mesmo não foi observado no plasma (CHANG et al., 

2018). Fagotti e colaboradores (2019) realizaram uma análise de metaboloma em 

amostras de plasma e regiões cerebrais (SNpc, estriado e hipocampo) de ratos 

induzidos ao Parkinson por rotenona, e encontraram no plasma desses animais, níveis 

mais elevados de KYN.  

Ao que tudo indica, algumas KYNs são fortes candidatas como biomarcadores 

da doença de Parkinson. 

 

 Gene KYNU 
 

2.2.7.2.1  Estrutura e regulação 
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Em humanos, o gene KYNU (OMIM: 605197) está localizado no braço longo 

do cromossomo 2 (Chr:2:142,877,657-143,055,833 / GRCh38). Possui nove 

transcritos, sendo sete deles codificadores de proteína, um com intron retido e outro 

submetido a decaimento mediado por nonsense. Pode apresentar até 15 exons, de 

acordo com o transcrito analisado (Ensembl, 2020) (FIGURA 26). Em ratos, Kynu se 

localiza no cromossomo 3 (Chr3: 28,416,954-28,566,928 / RGSC 6.0/rn6) e possui 

apenas um transcrito codificante com 14 exons (FIGURA 27).

 
FIGURA 27 - TRANSCRITOS DO GENE KYNU EM HUMANOS 

 
Em vermelho: transcrito codificador de proteína (Ensembl); em amarelo: transcrito codificador de 

proteína (Ensembl + Havana); Em azul: transcritos processados, mas que não codificam proteína. 
Navegador genômico Ensembl. Disponível em: < http://twixar.me/HnqT> Acesso em: 04/05/2020.

 
FIGURA 28 - TRANSCRITO DO GENE Kynu EM RATOS (Rattus norvegicus) 

 
FONTE: Navegador genômico Ensembl. Disponível em: <http://twixar.me/nvqT> Acesso em: 

04/05/2020.

 

Tanto em ratos quanto em humanos, o gene não possui ilhas CpGs em sua 

região promotora, podendo ser classificado como um gene com promotor de baixo 

CpG (LCP do inglês Low CpG promoter) (HARTUNG et al., 2012). Dessa forma, 

possivelmente sua regulação ocorra por fatores transcricionais e demais proteínas 

reguladoras. Segundo o navegador miRDB, existem 34 possíveis miRNA que podem 
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interagir e influenciar na regulação do gene (miRDB, Disponível em: 

<http://twixar.me/PvqT> Acesso em: 05/05/2020).  

A expressão gênica de KYNU ocorre em todos os tecidos do organismo, 

sendo mais expresso em linfócitos transformados com vírus Epstein-Barr (VEB) e no 

fígado. No cérebro possui expressão relativamente baixa, porém ocorre em todas as 

regiões analisadas (GTEx Portal, 2020) (FIGURA 28). O gene em humanos e ratos 

são ortólogos, apresentando identidade de sequência de 84,70% entre si (Ensembl, 

Disponível em: <http://twixar.me/wFqT). >. Acesso em 05/05/2020) (FIGURA 29).

 
FIGURA 29 - EXPRESSÃO DO GENE KYNU EM TECIDOS HUMANOS. 

FONTE: GTEx Portal. Disponível em: <http://twixar.me/vWqT> Acesso em: 05/05/2020.

 
FIGURA 30 - IDENTIDADE DE SEQUÊNCIA DO GENE KYNU ENTRE HUMANOS E RATOS 

 

Assinalado com o círculo verde encontra-se a sequência do gene KYNU em humanos. Logo acima, 
encontra-se a sequência para ratos. FONTE: DB phylome. Disponível em: http://twixar.me/4FqT. 

Acesso em: 05/05/2020.

 

Em humanos, KYNU já teve alguns polimorfismos associados com acidúria 

xanturênica (rs606231307 - A>G / p.Thr198Ala) (CHRISTENSEN et al., 2007), 

hipertensão (rs9013 - A>G / p.Lys412Glu), redução da atividade enzimática em 50% 
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(rs2304705 - G>A / p.Arg188Gln) (ZHANG et al., 2011) e deficiência de NAD (SHI et 

al., 2017). 

 

2.2.7.2.2 A quinureninase (KYNU) 
 

A descoberta da KYNU ocorreu em 1925 por Matsuoka e Yoshimatsu, que a 

observaram em urina de coelhos alimentados com uma dieta rica em triptofano 

(PHILLIPS, 2014).KYNU (UniProt: Q16719 em humanos e P70712 em ratos) pertence 

a superfamília de aminotransferases e utiliza como cofator a vitamina B6 (PHILLIPS, 

2014). Sua estrutura foi determina pela primeira vez em 2007 (LIMA et al., 2007), 

sendo uma grande proteína homodímera, composta por 465/464 aminoácidos 

(humanos / ratos) e de peso molecular superior a 52kDa (BOROS et al., 2018) 

(FIGURA 30).  

KYNU pode catalisar a quinurenina (KYN) e a 3-hidroxiquinurenina (3-HK), 

resultando em ácido antranílico (AA) e ácido 3-hidroxi-antranílico (3-HANA) 

respectivamente, porém em eucariotos, apresenta uma maior afinidade a 3-HK (LIMA 

et al., 2007). 

A expressão de KYNU foi observada em todos os tecidos testados, 

apresentando altos níveis na placenta, fígado e pulmão. É expressa em todas as 

regiões do cérebro que foram analisadas. (BATEMAN et al., 2017; FUJIGAKI et al., 

2017) (FIGURA 31).

 
FIGURA 31 – ESTRUTURA EM 3D DA KYNU EM HUMANOS 

 

FONTE: UniProt. Disponível em: <http://twixar.me/29qT>. Acesso em: 06/05/2020.
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FIGURA 32 - EXPRESSÃO DE KYNU EM DIFERENTES TECIDOS 

 
FONTE: The Human Protein Atlas. Disponível em: < http://twixar.me/H9qT>. Acesso em: 06/05/2020. 
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2.3 SOBREPOSIÇÃO ENTRE DA E DP 

 

A DA e DP apresentam algumas características fisiopatológicas em comum, 

instigando estudos mais aprofundados com o intuito de elucidar a relação entre as 

duas doenças.  

A incidência de DA e DP esporádicas é intimamente relacionada com o 

aumento da idade. Além disso, apresentam o acúmulo de proteínas agregadas como 

biomarcadores neuropatológicos (α-sinucleína em DP e β-amiloide em DA). A α-

sinucleína, já foi encontrada como um componente não-amiloide dentro das placas β-

amiloides observadas em DA, além de mais de 60% dos casos de DA apresentarem 

a formação de corpos de Lewy (revisto por KELLY et al., 2019). Estudos mostram que 

tais doenças apresentam alguns de seus mecanismos moleculares comuns 

compartilhados, tais como a desregulação da homeostase do ferro, o estresse 

oxidativo, disfunção mitocondrial e neuroinflamação (XIE, A. et al., 2014; KELLY et al., 

2019). Além disso, as duas doenças apresentam alguns genes associados 

concomitantemente, tais como PON1, GSTO, NEDD9, MAPT, ABCA7, LRRK2, APOE 

(XIE, A. et al., 2014; DESIKAN et al., 2015; NUYTEMANS et al., 2016; ZHU et al., 

2017; SUN et al., 2019). 

De maneira geral, a demência pode ser ocasionada por diferentes 

mecanismos, sendo as doenças neurodegenerativas uma delas. Cerca de 80% dos 

pacientes de DP chegam a desenvolver quadro demencial, sintoma característico na 

DA (revisto por KELLY et al., 2019). Diferentes doenças neurodegenerativas podem 

levar a demência, sendo possível a coexistência dessas, tais como a DP e a DA 

(RAJPUT et al., 1993). 
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3 HIPÓTESE E JUSTIFICATIVA 
 

Com o aumento da expectativa de vida da população, doenças associadas a 

idade têm se tornado um sério problema de saúde pública. Tanto DA, quanto DP, são 

as doenças neurodegenerativas mais frequentes na população. Embora ainda não 

possuam suas etiologias bem esclarecidas, a manifestação dessas são 

frequentemente associadas ao envelhecimento e possivelmente são decorrentes da 

interação entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Neste contexto, a 

investigação de polimorfismos genéticos, padrões da metilação do DNA e 

mecanismos imunológicos, associados a estas doenças, podem aumentar a 

compreensão da origem e desenvolvimento destes distúrbios.  

Espera-se que os resultados deste trabalho conduzam a novas estratégias de 

saúde pública para prevenção e diagnóstico precoce, contribuindo para a elaboração 

de novas abordagens de tratamento. 
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Contribuir para a compreensão da patogênese das doenças de Alzheimer e 

Parkinson, através da investigação na população Sul-brasileira de variantes 

associadas com LOAD, e de produtos resultantes de processos inflamatórios, assim 

como compreender o papel da regulação epigenética para expressão do gene KYNU 

e sua importância na patologia da DP.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

4.2.1  Objetivos específicos para trabalhos desenvolvidos com a DA 

 

I. Replicar na população sul brasileira associações genéticas para LOAD 

previamente descritas por meio de estudos genômicos de associação em 

populações norte-americanas e europeias;  

II. Avaliar a associação de novos polimorfismos candidatos na população sul 

brasileira;  

III. Explorar o potencial funcional das variantes validadas através de análises in 

silico; 

IV.  Avaliar a ocorrência e quantidade de NETs nas amostras de plasma de 

pacientes com LOAD; 

 

4.2.2 Objetivos específicos para o trabalho desenvolvido com a DP 

 

V. Analisar se os padrões de metilação do gene Kynu na substancia nigra e 

estriado do cérebro de modelo animal de DP (rotenona) são modificados pela 

suplementação com ácido fólico e vitamina B12; 

VI. Avaliar se existe associação entre os níveis de mRNA do gene Kynu e os 

padrões de metilação do gene na substância nigra e estriado do cérebro de 

modelo animal de DP; 
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VII.  Analisar os efeitos da suplementação com ácido fólico e vitamina B12 na 

expressão gênica de Kynu na substância nigra e estriado do cérebro de modelo 

animal de DP; 

VIII. Avaliar os efeitos da suplementação com ácido fólico e vitamina B12 no 

processo de consolidação da memória no modelo animal de DP; 

IX. Avaliar o envolvimento do gene Kynu na susceptibilidade a DP. 
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5 DESCRIÇÃO DOS CAPÍTULOS 

Esta tese segue as normas da UFPR e encontra-se em formato de artigo, 

como permitido pelo Programa de Pós-Graduação em Genética dessa instituição. 

Dessa forma, está dividida em quatro capítulos, cada qual abrangendo um dos artigos 

produzidos ao longo do doutorado.  

O primeiro capítulo corresponde ao artigo original já publicado no Journal of 

Molecular Neuroscience sob o título de “First report of CR1 polymorphisms and soluble 

CR1 levels associated with Late Onset Alzheimer’s Disease (LOAD) in Latin america.” 

Este artigo não é open-access e por isso não consta na íntegra nessa tese, mas possui 

o link de leitura permitido pela editora. 

No segundo capítulo apresentamos o artigo “GWAS-top polymorphisms 

associated with Late-Onset Alzheimer disease (LOAD) in Brazil: pointing out possible 

new culprits among noncoding RNAs”. Consiste em um estudo de replicação na 

população Sul-brasileira de polimorfismos associados com LOAD em GWAS com 

euro-descendentes, com posterior investigação funcional in silico das variantes 

associadas. 

O terceiro capítulo refere-se ao artigo “Neutrophil extracellular traps: a 

perspective of neuroinflammation and complement activation in Alzheimer’s disease”. 

Trata-se de um artigo de perspectiva sobre a formação de NETs na DA e a 

participação do sistema complemento no processo.  

No último capítulo encontra-se o artigo “Folic acid and vitamin B12 prevent 

deleterious effects on memory and Kynureninase expression in an animal model of 

Parkinson’s disease”. Corresponde a um estudo com modelo animal (ratos induzidos 

ao Parkinson por rotenona), onde observamos os efeitos da suplementação com ácido 

fólico e vitamina B12 na regulação da metilação e expressão do gene Kynu 

(Kynureninase), assim como as possíveis consequências na memória desses animais.  
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6 CAPÍTULO 1 – CR1 E DA 

PRIMEIRO ARTIGO ORIGINAL - Estudo de associação caso-controle. Publicado no 

periódico científico Journal of Molecular Neuroscience em 9 de maio de 2020&. O 

conteúdo do artigo não é de acesso livre e por esse motivo, não foi colocado na 

íntegra. A visualização do trabalho pode ocorrer através do link: 

https://rdcu.be/b34HM. 

 

FIRST REPORT OF CR1 POLYMORPHISMS AND SOLUBLE CR1 LEVELS 

ASSOCIATED WITH LATE ONSET ALZHEIMER’S DISEASE (LOAD) IN LATIN 

AMERICA 

Gabriela Canalli Kretzschmara#; Angela Adriane Hanel Antoniazzia#; Luana Caroline 

Oliveiraa; Renato Mitsunori Nisiharab; Maria Luiza Petzl-Erlera; Ricardo Lehtonen R. 

de Souzac; Angelica Beate Winter Boldta,b 

 
a Laboratory of Human Molecular Genetics, Department of Genetics, Federal 

University of Paraná, Curitiba, Brazil. 
b Laboratory of Molecular Immunopathology, Department of Clinical Pathology, Clinical 

Hospital, Federal University of Paraná, Curitiba, Brazil. 
c Polymorphism and Linkage Laboratory, Department of Genetics, Federal University 

of Paraná, Curitiba, Brazil. 
# both are first authors. 
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6.1 ABSTRACT 

 

The CR1 gene has been widely studied in Alzheimer's disease (AD), since its first 

association with the disease in 2009. Even after eleven years of this discovery, the role 

of this gene in AD has not yet been fully elucidated, and the association of its variants 

was not validated in Latin American populations. We genotyped five CR1 single 

nucleotide polymorphisms (SNPs rs6656401, rs3849266, rs2274567, rs4844610, and 

rs12034383) in up to 162 AD patients and 137 controls through PCR-SSP and iPLEX 

MassARRAY Platform (Sequenom) and measured soluble CR1 (sCR1) levels in 

plasma of 40 AD patients and 39 controls with an enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). Homozygosity for haplotype rs3849266*C_rs2274567*A (CA/CA genotype) 

was associated with susceptibility to AD (OR=2.94, p=0.018). Patients presented 

higher sCR1 levels in plasma than controls (p=0.038). Furthermore, patients that carry 

the rs2274567*G allele (p.1208Arg) presented higher sCR1 levels than A/A 

(p.1208His/His) homozygotes (p=0.036). This is the first study to validate the 

association of CR1 polymorphisms with late-onset Alzheimer’s disease, as well as to 

evaluate sCR1 levels in a Latin American population. SNPs present in the regulatory 

and coding regions of this gene may be playing a key role in the observed association, 

probably by interfering in ΒA plaques clearance. Inhibition may be due to the increase 

in local sCR1 levels observed in patients, which may result from polymorphisms 

leading to larger isoforms of CR1 and / or structural alterations of the protein that 

makes it less functional, as well as increased vesiculation of the molecules. 
 

KEYWORDS: sCR1, complement system, Alzheimer’s Disease, complement 

receptor 1, CR1, polymorphisms. 

 

& - Kretzschmar, G.C., Antoniazzi, A.A.H., Oliveira, L.C. et al. First Report of CR1 

Polymorphisms and Soluble CR1 Levels Associated with Late Onset Alzheimer’s 

Disease (LOAD) in Latin America. J Mol Neurosci (2020). 

https://doi.org/10.1007/s12031-020-01547-2 
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7 CAPÍTULO 2 – REPLICAÇÃO DE POLIMORFISMOS EM DA 
 

GWAS-TOP POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH LATE-ONSET ALZHEIMER 

DISEASE (LOAD) IN BRAZIL: POINTING OUT POSSIBLE NEW CULPRITS AMONG 

NONCODING RNAs 

Gabriela Canalli Kretzschmar1, Nina Moura Alencar1, Saritha Suellen Lopes da Silva2, 
Carla Daniela Sulzbach2, Caroline Grisbach Meissner1, Maria Luiza Petzl-Erler1, 
Ricardo Lehtonen R. de Souza2, Angelica Beate Winter Boldt1* 

1 Laboratory of Human Molecular Genetics, Postgraduate Program in Genetics, 

Department of Genetics, Federal University of Paraná, Curitiba, Brazil. 
2 Laboratory of Polymorphism and Linkage, Postgraduate Program in Genetics, 

Department of Genetics, Federal University of Paraná, Curitiba, Brazil. 

 
* Correspondence:  
Profa. Dra. Angelica Beate Winter Boldt 

E-mail: angelicaboldt@gmail.com
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7.1 ABSTRACT 

 

Several genome-wide association studies (GWAS) have been carried out with 

late-onset Alzheimer's disease (LOAD), mainly in European and Asian populations. 

Different polymorphisms were associated, but several of them without a functional 

explanation. GWAS are fundamental for identifying loci associated with diseases, 

although they often do not point to causal polymorphisms. In this sense, functional 

investigations  are a fundamental tool for discover causality, although the failure of this 

validation does not necessarily indicate a non-causality. Furthermore, the allele 

frequency of associated genetic variants may vary widely between populations, 

requiring replication of these associations in other ethnicities. In this sense, our study 

sought to replicate in 150 AD patients and 114 elderly controls from the South Brazilian 

population, 18 single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with AD in 

European GWAS, with further functional investigation using bioinformatic tools for the 

associated SNPs. Of the 18 SNPs investigated, only four were associated in our 

population: rs769449 (APOE), rs10838725 (CELF1), rs6733839 and rs744373 (BIN1-

CYP27C1). We identified 54 variants in linkage disequilibrium (LD) with the associated 

SNPs, most of which act as expression or splicing quantitative trait loci (eQTLs/sQTLs) 

in genes previously associated with AD or with a possible functional role in the disease, 

such as CELF1, MADD, MYBPC3, NR1H3, NUP160, SPI1, and TOMM40. 

Interestingly, eight of these variants are located within long noncoding RNAs 

(lncRNAs) genes that have not been previously investigated regarding AD. Some of 

these polymorphisms can result in changes of these lncRNA's secondary structure, 

leading to either loss or gain of micro-RNAs (miRNAs) binding sites, deregulating 

downstream pathways. Our pioneering work not only replicated LOAD association with 

polymorphisms not yet associated in the Brazilian population but also identified six 

possible lncRNAs that may interfere in LOAD development. The results lead us to 

emphasize the importance of functional exploration of associations found in large-scale 

association studies in different populations to embase personalized and inclusive 

medicine in the future. 

 
Keywords: Alzheimer's disease, GWAS, APOE, BIN1, CELF1, lncRNA.
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7.2 INTRODUCTION 

 

Late-onset Alzheimer's disease (LOAD) is a neurodegenerative disease 

responsible for most dementia cases worldwide in the elderly population (LANE et al., 

2018). The neuropathological features are the accumulation of β-amyloid (Aβ) plaques 

and neurofibrillary tangles (NFT), leading to neuronal death and cerebral atrophy 

(BRAAK; BRAAK, 1991). LOAD is a complex disease, with the influence of several 

genetic factors, in addition to environmental factors. Although there are numerous 

studies on LOAD with the most diverse approaches, all the mechanisms of involved in 

this disease remains poorly understood. 

Genome-wide association studies (GWAS) started in 2006 and have grown 

exponentially in numbers (BUNIELLO et al., 2019), allowing the identification of 

countless genetic variants associated with diseases and phenotypic traits. However, 

most of them are not directly implicated in the phenotype, being markers in high linkage 

disequilibrium (LD) with the unknown regulatory or structural causal variant 

(MAURANO et al., 2012; ZHU et al., 2016). Besides, most GWAS were performed in 

European and Asian populations, hindering the extrapolation of results for populations 

of other or mixed ancestries, given the possible difference of gene or haplotype 

frequencies (NÉDÉLEC et al., 2016). Currently, over 90 GWAS have been performed 

with LOAD (GWAS catalog). They led to the identification of different polymorphisms, 

mostly in intronic or intergenic regions, possibly modulating the susceptibility to 

disease in the populations where they were analyzed, but most were not investigated 

nor replicated yet in Latin American populations (KRETZSCHMAR et al., 2020).  

In this context, our study sought to replicated in the South-Brazilian population 

some associations of single nucleotide polymorphisms (SNPs) found associated with 

LOAD in GWAS performed in European-derived populations, as well as to evaluate 

possible functional explanations for these associations. 

 

7.3 MATERIAL AND METHODS 

 

To understand this work's multistep nature, we represented them as a two-

stage workflow (Figure 1), showing first, the replication in patients from South Brazil of 

European-associated LOAD variants , followed by the in silico investigation of 

replicated associations. 
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7.3.1 Ethics approval 

This study was performed in accordance with the ethical standards of the 

Research Ethics Committee of the Health Sciences Sector (Federal University of 

Paraná) (CAAE: 55965316.1.0000.0102), according to Resolution 466/2012 of the 

National Health Council and the 1964 Helsinki declaration and its later amendments or 

comparable ethical standards. Informed consent was obtained from all participants 

included in the study. 

 
7.3.2 Association study 

 

 Research participants 
 

The 150 LOAD patients were recruited from the Clinical Hospital of the Federal 

University of Paraná (HC-UFPR) (n = 97) and the Institute of Neurology of Paraná 

(INC) (n = 53). To be included, patients should be diagnosed with LOAD based on the 

clinical history and cognitive tests (FROTA et al., 2011). Forms of dementia other than 

LOAD, inconclusive diagnosis, and less than 60 years of age were exclusion criteria. 

The elderly controls (114 individuals) were confirmed to be healthy and neurologically 

normal, according to their medical history and scores in Mini-Mental State Examination 

(MMSE) scale. Individuals with infectious diseases or 60-65 years of age and familial 

history of AD were excluded from both groups. Since APOE (apolipoprotein E) rs7412 

and rs429358 polymorphisms are strongly associated with LOAD (LANE et al., 2018), 

we previously genotyped the samples by real-time TaqMan PCR (Life Technologies 

4351379) to correct for the presence of the LOAD-associated alleles in logistic 

regression analyses. Further sample descriptions can be found in Table 1. 
 

TABLE 1 DEMOGRAPHIC AND CLINICAL CHARACTERISTICS OF RESEARCH PARTICIPANTS 

VARIABLE CONTROLS 
n = 114 (%) 

PATIENTS 
n = 150 (%) 

Male (%) 28 (24.8) 52 (34.7) 
Average age (min-max) 70.8 (60-99) 75.6 (60-90) 
APOE ε4+ (%) 20 (17.7) 70 (47.9) 
PREDOMINANT ETHNICITY 
Euro-Brazilian (%) 92 (80.7) 120 (80) 
Admixed (%) 20 (17.5) 28 (18.7) 
Indeterminate (%) 2 (1.8) 2 (1.3) 
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Ancestry was self-reported. The proportions agree with the South Brazilian population's actual 
genomic composition (LIMA-COSTA et al., 2015). We emphasize that Euro-Brazilian participants are 

descendants of Europeans but are admixed. APOE – Apolipoprotein E.

 

 Polymorphisms selection and genotyping 
 

Total DNA was extracted from peripheral blood using the salting-out standard 

protocol (LAHIRI; NUMBERGER, 1991). We genotyped eighteen single nucleotide 

polymorphisms (SNPs), listed in Table 2. SNPs selection was based on their 

association with LOAD in GWAS conducted with European and North American 

populations with European ancestrality, accessing the GWAS catalog (BUNIELLO et 

al., 2019). These populations are more similar to the South Brazilian population, whose 

ancestry has a strong European component, mainly from the Iberian and Tuscany 

regions (LIMA-COSTA et al., 2015). Selected SNPs should also be located in 

regulatory regions or act as an expression quantitative trait locus (eQTLs). SNP 

rs3857059 was the only exception since it was originally associated with a GWAS with 

Parkinson's disease. We selected it to evaluate if it could be associated with LOAD in 

our population.  

Genotyping was performed by mass spectrometry using the iPLEX 

MassARRAY Platform (Sequenom, San Diego, CA) at Auckland University (N.Z.).
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 Association analysis 
 

Allelic and genotypic frequencies were obtained by direct counting and their 

distribution evaluated according to the Hardy-Weinberg equilibrium hypothesis 

(applied by PLINK v.1). Differences between the distributions of polymorphisms in 

patients and controls were compared using exact Fisher test and binary multivariate 

logistic regression (dominant, recessive, and additive models) with STATA v.9.2 

(Statacorps, Lakeway Drive, TX), correcting for independents variables (Table 3). Only 

independent variables with p-values lower than 0.22 were considered for multivariate 

regression analysis. Only models with intercept values corresponding to p ≤ 0.05 were 

considered. The p-values were corrected for multiple testing using the false discovery 

rate (FDR) method (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995), performed in R language 3.6.1, 

through the Stats package (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). Corrected p-

values (Pc) lower than 0.05 were considered significant.
 

TABLE 3. RESULTS OF UNIVARIATE ANALYSIS FOR ALL AVAILABLE VARIABLES 

INDEPENDENT 
VARIABLE O.R. [95%] C.I. P-VALUE 

Ethnicity 0.93 0.49-1.76 0.827 
Sex 0.62 0.36-1.07 0.086 
Schooling 0.88 0.73-1.07 0.215 
Smoking habit 2.28 1.27-4.09 0.006 
Alcoholism 3.24 1.45-7.22 0.004 
Diabetes 0.81 0.45-1.45 0.476 
Cholesterol 0.75 0.44-1.29 0.299 
Hypertension 0.71 0.40-1.25 0.232 
BMC 0.65 0.45-0.96 0.029 
AD in family 4.87 2.25-10.53 <0.000 
e2 1.85 0.73-4.66 0.192 
e3 0.13 0.03-0.57 0.007 

e4 4.28 2.39-7.66 <0.000 

Variables with P values lower than 0.220 were considered for multivariate regression analysis (in 
bold).

 

7.3.3 In silico analysis 

To further explore the genetic associations found in the South Brazilian 

population, we performed in silico analysis using publicly available tools and databases 

(cited in Supplementary Table 1).  
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 Linkage disequilibrium (LD) 
 

Since many of the variants found associated in GWAS are not responsible for 

the disease and probably act as tagSNPs, we performed the LD analysis for the 

variants that remained associated after correction for independent variables and FDR. 

We used the LDlink proxy tool, considered as LD variants only those with r2 > 0.8 in at 

least one of the populations:  Utah with northern and western European ancestry 

(CEU), Toscana (TSI), and Iberian (IBS).  

 

 Search for associations in the literature 
 

For all variants considered in LD and the SNPs associated in this study, we 

searched for previous associations in the literature with AD through PubMed, Web of 

Science, and Google Scholar databases. As search terms, we initially used only each 

variant to check all the associations already reported. Later, we filtered for articles that 

included the word "Alzheimer" in the title or abstract. 

 

 Expression and splicing quantitative trait locus (eQTLs/sQTLs) 
 

For SNPs associated in this study and all variants in LD with them, we 

evaluated their possible role as eQTL or sQTL in brain tissue and/or whole blood 

(GTEx and Braineac). All genes whose expression level was associated with these 

eQTLs and sQTLs, as well the genes where the variants in LD were located, were 

investigated for their characteristics, expression, regulation, structure, function of the 

encoded protein, as well as their proteins network, and possible associations with 

diseases reported in the literature.  

 

 Investigation of noncoding RNAs (ncRNAs) possibly related to AD through 
the associated or LD variants 
 

For all the SNPs associated in this study and their respective variants in LD, 

we evaluated the physical location, especially if they occur within the sequence of 

noncoding RNAs (ncRNA) genes, where they may affect the structure and function of 

the ncRNA. For variants in long noncoding RNAs (lncRNA), we analyzed whether they 

could lead to a change of their secondary structure or a gain/loss of microRNA (miRNA) 
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binding sites, disturbing lncRNA-miRNA interactions (since both can be endogenous 

competitors). We also searched for information on expression, function, and previous 

associations of these lncRNAs in the literature and corresponding databases. All 

lncRNAs were mapped according to their genomic coordinates using UCSC 

(GRch38.p13). We also looked for genes within 2kb distance from the 5’ and 3’ 

sequence limits of these lncRNAs genes. 

 

 Secondary structure of lncRNA prediction 
 

All variants found in the sequence of lncRNA genes occurred within exons, 

possibly resulting in a structural and, consequently, functional change. The secondary 

structure of the lncRNAs was predicted through the online version of the RNAfold 

WebServer, based on the Vienna RNA package. We obtained the lncRNA sequences 

through NONCODE and searched for the variant's location within the lncRNA using 

the Ensembl and UCSC databases (GRch38.p13). For each lncRNA, we generated 

secondary structures for both alleles of the variant, using the calculation of minimum 

free energy (MFE) and positional entropy. To assess the mutation's possible impact 

on the structure, we considered the conformational change of the molecule and the p-

value provided by the lncRNASNP2 database. This p-value is empirical, generated by 

the SNP's position, the GC content of the molecule, and the size of the sequence (p < 

0.2 indicating =possibly harmful). 

 

 Investigation of miRNAs that are possibly affected by the presence of 
variants in lncRNAs 
 

For the miRNAs affected by the variants identified in the lncRNA gene 

sequences, we investigated the tissue expression, lncRNA-miRNA interaction, 

pathway enrichment, and genes regulated by them, as well as previous associations 

in the literature. For the analysis of pathways, we considered only those related to 

Alzheimer's disease's pathophysiology through miRPath (KEGG and G.O. pathway).
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7.4 RESULTS 

 

7.4.1 Association study 

 

Genotypic distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium for both patients 

and controls (Tables 2, 4, and Supplementary Table 2).  

Using binary logistic regression, we selected nine independent variables with 

a tendency or an association with LOAD (p-value < 0.220). We used them in the 

multiple regression models to correct any associations with polymorphisms (Tables 3 

and 4, and Supplementary Table 2). Of the 18 selected SNPs, only four remained 

associated after correction for independent variables and FDR: rs769449 (APOE); 

rs6733839 and rs744373 (BIN1-CYP27C1); and rs10838725 (CELF1) (Table 4). 
 

TABLE 4. SIGNIFICANT RESULTS OF THE POLYMORPHISMS INVESTIGATED WITH LOAD 

REGION  SNP   O.R. C.I. [95%] P  Pc# I.V. 
HWE 

CON. PAT. 
APOE rs769449 A/A* - - -     

1 1 

A/G 0.84 0.32-2.25 0.736     
G/G 0.28 0.14-0.57 <0.000 0.0002 BMC 
A+ 3.55 1.76-7.19 <0.000 0.0002 BMC 

G+* - - -     
additive model 3.49 1.80-6.76 <0.000 0.0002 BMC 

BIN1-
CYP27C1 

rs6733839 C/C 0.55 0.29-1.05 0.070   BMC, e4 

0.281 0.865 

C/T 1.30 0.70-2.41 0.406     
T/T 1.96 0.76-5.05 0.165     
C+ 0.51 0.20-1.32 0.165     
T+ 1.81 0.95-3.43 0.070   BMC, e4 

additive model 1.62 1.01-2.59 0.045 0.049 BMC, e4 
rs744373 A/A 0.69 0.36-1.29 0.246     

0.242 0.856 

A/G 0.98 0.51-1.86 0.948     
G/G 2.83 1.04-7.66 0.041 0.049 e4 
A+ 0.32 0.10-1.0 0.051   BMC, e4 
G+ 1.45 0.77-2.74 0.246     

additive model 1.55 0.96-2.51 0.076   BMC, e4 
CELF1 rs10838725 C/C 0.21 0.04-0.99 0.049 0.049 BMC, e4 

0.660 0.110 

C/T 1.48 0.80-2.75 0.212     
T/T 0.95 0.52-1.75 0.875     
C+ 1.05 0.57-1.93 0.875     
T+ 4.88 1.01-23.60 0.049 0.049 BMC, e4 

additive model 0.83 0.50-1.36 0.453     
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The values are result of logistic regression performed by STATA. In bold: significant P-value; in 
underline: trend; OR - odds ratio; CI - confidence interval; P= P-value; Pc# - P-value correct for false 

discovery rate; I.V. – independent variable; HWE – Hardy-Weinberg equilibrium; PAT – Patients; CON 
- Controls; BMC - Body mass composition; + - alelle carrier; * - It is not possible to calculate since all 

the controls have the rs769449*G allele. APOE- Apolipoprotein E; BIN1- Bridging integrator 1; 
CYP27C1 - Cytochrome P450 family 27 subfamily C member 1; CELF1 - CUGBP Elav-like family 

member 1. The table with all results is in Supplementary Table 2.

 

7.4.2 In silico analysis 

 

 Identification of variants in LD, eQTL/sQTL effect, and interference in 
ncRNAs 

 
We investigated variants in LD with the four associated SNPs in the CEU, TSI, 

and IBS populations and found a total do 54 SNPs in LD with them (r2> 0.8, 

Supplementary Table 3.).  

For rs10838725 (CELF1), we found 49 variants in LD, present in the following 

genes: CELF1, MTCH2, AGBL2, FNBP4, NUP160, and in intergenic regions: NDUFS3 

- FAM180B, C1QTNF4 - MTCH2, NUP160 – PTPRJ (Supplementary Figure 1). In 

addition to the rs10838725 (CELF1) itself, of the 49 variants in LD with this SNP, 40 

act as eQTL for NDUFS3, FAM180B, SLC39A13, C1QTNF4, MYBPC3, PTPRJ, 

FNBP4, MADD, ARHGAP1, ARFGAP2, PTPMT1, and ACP2, and sQTLs for 

SLC39A13 and SPI1 in brain regions and/or whole blood. Two variants in LD with 

rs10838725 (rs71457224 and rs10769282) occur within a lncRNA 

(NONHSAT021264.2) gene, where probably, rs10769282 results in the loss of a 

binding site for hsa-miR-373-5p. 

There are three SNPs in LD with rs769449 (APOE), one of which (rs429358) 

is responsible for the APOE*ε4 isoform. The rs7256200 and rs10414043 act as eQTLs 

for RSPH6A in intralobular white matter (Supplementary Figure 2). Besides that, 

rs769449 itself, rs10414043, and rs429358 can lead to alternative splicing (sQTL) of 

the TOMM40 pre-mRNA in the cerebellar hemisphere and cerebellum. In addition, 

rs429358 is also an sQTL for the APOE gene in the basal ganglia. The rs10414043 

and rs7256200 occur within the NONHSAT179794.1 lncRNA gene. According to in 

silico prediction, the rs10414043 leads to a gain (hsa-miR-5089-3p) and a loss (hsa-

miR-1273g-3p, hsa-miR-4252, and hsa-miR-1227-3p) of miRNA binding sites in this 

lncRNA, whereas rs7256200 leads to a loss of the hsa-miR-4284 binding site. Besides 

, rs429358 is located within two lncRNA genes (NONHSAT066732.2 and 
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NONHSAT179793.1), resulting in a gain (hsa-miR-4479) and a loss (hsa-miR-4479) of 

miRNA binding sites in NONHSAT066732.2 and a gain (hsa-miR-6869-3p) in 

NONHSAT179793.1.  

The rs6733839 (BIN1-CYP27C1) is in LD only with the rs4663105. This SNP 

acts as an eQTL for the BIN1 gene in the cerebellum and whole blood. Also, this SNP 

occurs within a lncRNA gene (NONHSAT187478.1), resulting in gain (hsa-miR-6776-

5p and hsa-miR-4455) and loss (hsa-miR-6839-3p) of miRNA sites. Another SNP 

investigated in the BIN1-CYP27C1 region (rs744373) is in LD only with rs730482. 

None of them act like an eQTL/sQTL, but both occur within the NONHSAT182593.1 

lncRNA gene, where rs744373 can lead to a gain (hsa-miR-5008-5p) or loss (hsa-miR-

2467-5p, hsa-miR-657, hsa-miR-6822-3p) of miRNA binding sites, and rs730482 can 

result in the loss of various miRNA binding sites (hsa-miR-192-5p, hsa-miR-215-5p, 

hsa-miR-4766-3p, hsa-miR-1224-3p). 

 

 Characterization and secondary structure of candidate lncRNAs 
 

We found six lncRNAs potentially involved in LOAD, carrying eight investigated 

variants, of which only rs744373 was associated in the South Brazilian population 

(Table 5). There is a general lack of information about these lncRNAs, mostly derived 

from databases. Except for NONHSAT066732.2, for which it is unknown whether it is 

not expressed in this tissue or has just not been analyzed, all others are expressed in 

the brain.  

All the variants occur within the mature lncRNA sequence. According to results 

from the lncRNASNP2 database, which provides an empirical p-value for structural 

lncRNA damage (p <0.2 = possibly harmful), we predicted a possible harmful shift in 

the secondary structure of NONHSAT179794.1 (due to rs7256200 - p = 0.2019), 

NONHSAT066732.2 and NONHSAT179793.1 (due to rs429358 – p = 0.0666 for both). 

Besides, a structural variation is clearly noticeable for NONHSAT021264.2 

(rs71457224 and rs10769282) and NONHSAT182593.1 (rs744373 and rs730482), but 

possibly are not harmful (Figure 2). 

Through ncRPheno, a comprehensive database that provides experimentally 

supported associations between noncoding RNAs and disease phenotypes, we found 

that NONHSAT179794.1, NONHSAT179793.1, NONHSAT187478.1, 



108 
 

NONHSAT182593.1 could lead to neurodegenerative disorders (including LOAD) 

(Supplementary Figure 3). 

 

 miRNA binding sites affected by SNPs in lncRNAs 
 

The presence of SNPs in lncRNAs could create or disrupt a miRNA binding 

site. We identified 20 miRNAs whose binding sites were affected by SNPs located 

within lncRNAs, of which seven gained and thirteen lost a binding site (Table 5). 

Of the 20 miRNAs, 14 are known to be expressed in the brain. All others do 

not have enough data to determine whether they are expressed or not in the brain. 

Only four were previously associated with any neurological disease or with AD risk 

factors: hsa-miR-373-5p with schizophrenia (PALA; DENKÇEKEN, 2020); hsa-miR-

657 with type 2 diabetes (LV et al., 2008); hsa-miR-192-5p with venous thrombosis 

and type 2 diabetes (LU et al., 2020; RODRIGUEZ-RIUS et al., 2020); has-miR-147b 

with negative regulation of the inflammatory response (SCHEPPINGEN, VAN et al., 

2018).  
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FIGURE 2 - PREDICTION OF SECONDARY STRUCTURES OF lncRNAs POSSIBLY INVOLVED IN 
LOAD. 

 

The secondary structures of the lncRNAs possibly involved in AD were predicted by the RNAfold Web 
Server based on the Vienna RNA package, considering the calculation of minimum free energy (MFE) 

and positional entropy. Structures were generated for two alleles of the variant (alleles in bold were 
deemed a possible harmful role). The impact of these mutations on the structural was established by 
visually changing the molecule and the P-value provided by lncRNASNP2. This P-value is empirical, 
being generated in silico, finding the SNP's position, the GC content of the molecule, and the size of 

the sequence (P <0.2 = possibly harmful). Within the positional entropy scale, low entropy (red) leads 
to little structural flexibility, making the prediction more reliable, while regions of high entropy (violet) 

may have several alternative structures. 
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7.5 DISCUSSION 

 

GWAS are extremely relevant for identifying genome regions associated with 

the studied disease. However, most of the associated loci have been found in 

noncoding areas, hindering its relationship in causality with the disease (ALBERT; 

KRUGLYAK, 2015). Often, the associations reflect the deregulation of gene 

expression, resulting from changes caused by the presence of variants in regulatory 

regions (promoters, enhancers) or ncRNAs genes, or even from LD with variants that 

act as eQTLs / sQTLs (ALBERT; KRUGLYAK, 2015; HU et al., 2019). Also, the 

associations found are closely related to the genetic background of the assessed 

population. Most of the GWAS carried out with LOAD used samples from European 

populations or with European ancestry (GWAS Catalog), which do not necessarily 

reflect the genetic diversity of other populations. Thus, we sought to replicate in the 

South Brazilian sample, some of the main associations reported in LOAD-GWAS 

performed with European-derived populations, investigating the possible functional 

role of these variants in LOAD development. 

The APOE (Apolipoprotein E) gene may present three distinct allelic variants 

(ε2, ε3, and ε4). Its product is probably involved in Aβ production and/or clearance, 

neuroinflammation, synaptic loss, and tau hyperphosphorylation, important for the 

development and progression of LOAD (YU et al., 2014; YAMAZAKI et al., 2019). The 

rs429358*C allele corresponds to the ε4 isoform and is considered the most critical 

genetic susceptibility factor for LOAD development (CORDER et al., 2008; 

CASTELLANO et al., 2011; LAMBERT et al., 2013). This SNP allele is in LD with 

rs769449*A, associated in our sample with susceptibility to LOAD. The rs429358 is 

located within two lncRNAs genes (NONHSAT179793.1 and NONHSAT066732.2), 

leading to a change in the secondary structure of NONHSAT066732.2, resulting in the 

loss of the hsa-miR-147b and the gain for the hsa-miR-4479 binding sites. Increased 

expression of hsa-miR-147b is associated with down-regulation of the inflammation 

driven by activated astrocytes (SCHEPPINGEN, VAN et al., 2018). Due to the loss of 

miRNA-lncRNA interaction caused by rs429358*G, there is possibly a greater 

availability of hsa-miRNA-147b, reducing the inflammatory response. While this may 

seem beneficial, it possibly harms the clearance of Aβ plaques promoted by 

inflammatory elements. Also, through pathway enrichment analysis, we observed that 

hsa-miR-4479 is involved in the GABAergic pathway regulating the expression of 
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CACNA1A, SLC32A1, PRKX, and SLC12A5 genes (miRPath). With the addition of a 

binding site in the NONHSAT066732.2, this miRNA may be sequestered, leading to 

an imbalance in GABAergic signaling, which has been considered involved in LOAD 

pathology (LI et al., 2016). Besides, rs429358 is located in a CpG island and may 

impact DNA methylation. Foraker and colleagues (2015) demonstrated a difference in 

this region's methylation profile between individuals with AD and controls. Rs769449 

is also in LD with two other variants (rs10414043 and rs7256200) located in the lncRNA 

NONHSAT179794.1, with rs7256200 leading to a structural change in the lncRNA 

molecule. Recent studies have shown that lncRNAs can affect gene expression found 

in the proximity (within 2 Kb) (ENGREITZ et al., 2016). Thus, both NONHSAT179793.1 

and NONHSAT066732.2 may interfere with APOE regulation. However, the 

association observed in our study for rs769449 is possibly related to its LD with other 

variants having high regulatory potential. Other studies have already shown that the 

change of the G for an A allele, creating the rs769449*A allele, may favor an open 

chromatin state for the APOE gene, along with a correspondent strong H3K4Me3 

signal (trimethylation of lysine 4 in histone H3) (RYU et al., 2016; BABENKO et al., 

2018). Furthermore, the rs769449*A allele is absent in older people with greater 

longevity, being related to poor LOAD prognoses, such as inferior recovery of late 

verbal memory and faster cognitive decline  (SOERENSEN et al., 2013; ZHANG; 

PIERCE, 2014; ARPAWONG et al., 2017). 

Variants of BIN1 (bridging integrator 1) commonly show the second-highest 

odds-ratios for LOAD, lagging only behind APOE variants (TAN, M.-S. et al., 2013; 

CROTTI et al., 2019; FRANZMEIER et al., 2019). It is involved in endocytosis, 

sustained cytoskeleton integrity, regulation of tau peptide, and probably inflammation, 

calcium homeostasis, and apoptosis (TAN, M.-S. et al., 2013; SARTORI et al., 2019; 

THOMAS et al., 2019; CROTTI et al., 2019; FRANZMEIER et al., 2019). Tau is a 

microtubule associated protein, which under a pathological condition, is 

phosphorylated (pTau) and assembles into insoluble aggregates (neurofibrillary 

tangles), leading to synaptic dysfunction and neural cell death, which plays an 

essential role in the development and progression of LOAD (THOMAS et al., 2019; 

FRANZMEIER et al., 2019). Our study validated the association of the two rs6733839 

and rs744373 SNPs, located in the BIN1-CYP27C1 region. Rs6733839 carriage is 

associated with higher pTau181 levels in CSF (CROTTI et al., 2019). Homozygote 

individuals for rs6733839*T show worse episodic memory (GREENBAUM et al., 2016). 
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This SNP is in LD with rs4663105, which occurs in the NONHSAT187478.1 lncRNA 

gene, possibly associated with neurodegenerative diseases (ncRPheno). Also, 

rs4663105 is an eQTL for BIN1 in the cerebellum and whole blood (GTEx). The 

rs744373 was recently associated with increased tau pathology in LOAD 

(FRANZMEIER et al., 2019). We found this SNP and rs730482 (both in LD) in 

NONHSAT182593.1 lncRNA, possibly associated with neurodegenerative diseases 

(ncRPheno). 

CELF1 (CUGBP Elav-like family member 1) gene encodes CELF-1 protein, an 

RNA-binding protein related to the regulation of different post-transcriptional events 

and alternative splicing, mRNA translation, and mRNA stability (BEISANG et al., 2012; 

BATEMAN et al., 2017). During alternative RNA processing, the protein can select the 

splicing target site by binding to U / G rich elements in the transcript sequence, leading 

to mRNA decay and controlling translation efficiency (preprint David et al., 2020). The 

rs10838725 polymorphism has been associated with LOAD in GWAS (LAMBERT et 

al., 2013; KARCH et al., 2016; MARIONI et al., 2018). However, this SNP possibly is 

not the only causal SNP, since it occurs in LD with several variants distributed in 

distinct genes, intergenic regions, and NONHSAT021264.2 lncRNA region 

(rs71457224 and rs10769282). Besides that, in this LD block, several variants act as 

eQTLs/sQTLs in the brain and whole blood, altering the expression of many genes 

already related to LOAD or other neurological diseases in humans or animal studies, 

like the CELF1 itself, MADD, MYBPC3, NR1H3, NUP160, SPI1, and TOMM40 

(NATUNEN et al., 2013; KARCH et al., 2016; DOURLEN et al., 2017; HUANG et al., 

2017; KATSUMATA et al., 2019; ZHU et al., 2019, 2020; LUTZ et al., 2020). 

Our work has some limitations: it does not share the statistical power of GWAS 

studies for validation of allelic associations, and we might have missed some true 

associations with alleles of lower frequency due to the smaller sample size. 

Furthermore, the secondary structures of lncRNA are the result of an in silico analysis. 

This structural prediction does not consider the huge complexity of possible 

interactions within a RNA molecule and its interactions with other molecules, which can 

dramatically alter its structure. The in silico analysis results from the compilation of 

information obtained in online databases, some of which lack experimental validation.  

Nonetheless, we replicated in the South Brazilian population the associations 

already reported with LOAD in European GWAS for APOE, BIN1 and CELF1. Of the 

eighteen polymorphisms analyzed, only four remained associated with South Brazilian 
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population (these are the first confirmatory results for these polymorphisms in the 

Brazilian population), corroborating previous studies of our group (KRETZSCHMAR et 

al., 2020). This highlights the importance of replication of associated variants in 

different ethnicities, to contribute  for a more personalized and inclusive medicine. 

Furthermore, the need for functional exploration of the genetic associations 

found in large-scale studies is explicit, since most are not causal. Many of the 

associated variants are in LD with causal polymorphisms. They may act as eQTLs / 

sQTLs for other genes (as observed for CELF1 rs10838725), located in regions of 

regulation of gene expression or ncRNAs genes. The influence of lncRNAs in the 

regulation of genes, which can cause pathological disorders, is becoming increasingly 

evident (SALVIANO-SILVA et al., 2018; CIPOLLA et al., 2018). Through the LD 

analysis performed for the four associated SNPs in our study, we were able to find six 

lncRNAs that are possibly playing a role in LOAD and which had not been analyzed 

until now. Some polymorphisms can lead to changes in the secondary structure of 

these lncRNAs, resulting in loss or gain in the binding of miRNAs, probably 

deregulating essential pathways and consequently, causing the disease. Experimental 

validation studies of these lncRNAs and their alleles in LOAD can contribute to a better 

understanding of the disease. Thus, our study brings new promise targets for future 

research in Alzheimer disease. 
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SUPPLEMENTARY TABLE 2 – RESULTS OF LOGISTIC REGRESSION FOR ALL INVESTIGATED 
SNPs 

REGION  SNP   O.R. C.I. [95%] P  Pc# I. V. HWE 
CON PAT 

ABCA7 rs4147929 A/A 0.91 0.11-7.45 0.932     

0.741 0.571 

A/G 1.19 0.61-2.29 0.612     
G/G 0.86 0.45-1.63 0.637     
A+ 1.17 0.61-2.23 0.637     
G+ 1.09 0.13-8.94 0.932     

    additive model 1.13 0.63-2.02 0.687     
ADAMTS9
-AS2 

rs704454 C/C 3.21 0.67-15.34 0.144     

0.297 1 

C/T 0.85 0.44-1.63 0.629     
T/T 0.98 0.51-1.86 0.953     
C+ 1.02 0.54-1.94 0.953     
T+ 0.26 0.05-1.35 0.110     

  additive model 1.32 0.70-2.47 0.385     
APOE rs769449 A/A* - - -     

1 1 

A/G 0.84 0.32-2.25 0.736     
G/G 0.28 0.14-0.57 <0.000 0.0002 BMC 
A+ 3.55 1.76-7.19 <0.000 0.0002 BMC 

G+* - - -     
additive model 3.49 1.80-6.76 <0.000 0.0002 BMC 

BIN1-
CYP27C1 

rs6733839 C/C 0.55 0.29-1.05 0.070   BMC, ε4 

0.281 0.865 

C/T 1.30 0.70-2.41 0.406     
T/T 1.96 0.76-5.05 0.165     
C+ 0.51 0.20-1.32 0.165     
T+ 1.81 0.95-3.43 0.070   BMC, ε4 

additive model 1.62 1.01-2.59 0.045 0.049 BMC, ε4 
rs744373 A/A 0.69 0.36-1.29 0.246     

0.242 0.856 

A/G 0.98 0.51-1.86 0.948     
G/G 2.83 1.04-7.66 0.041 0.049 ε4 
A+ 0.32 0.10-1.0 0.051   BMC, ε4 
G+ 1.45 0.77-2.74 0.246     

additive model 1.55 0.96-2.51 0.076   BMC, ε4 
CD2AP rs1094836

3 
A/A 1.03 0.56-1.89 0.934     

0.323 0.833 

A/G 0.85 0.46-1.58 0.604     
G/G 2.18 0.48-9.83 0.310     
A+ 0.46 0.10-2.06 0.310     
G+ 0.97 0.53-1.80 0.934     

additive model 1.08 0.64-1.83 0.766     
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REGION  SNP   O.R. C.I. [95%] P  Pc# I.V. HWE 
CON PAT 

CD33 rs3865444 A/A 1.04 0.34-3.17 0.950     

0.524 0.063 

A/C 1.12 0.60-2.07 0.723     
C/C 0.88 0.48-1.64 0.695     
A+ 1.13 0.61-2.10 0.695     
C+ 0.96 0.31-2.95 0.950     

additive model 1.09 0.67-1.77 0.736     
CELF1 rs10838725 C/C 0.21 0.04-0.99 0.049 0.049 BMC, ε4 

0.660 0.110 

C/T 1.48 0.80-2.75 0.212     
T/T 0.95 0.52-1.75 0.875     
C+ 1.05 0.57-1.93 0.875     
T+ 4.88 1.01-23.60 0.049 0.049 BMC, ε4 

additive model 0.83 0.50-1.36 0.453     
CLU rs11136000 C/C 1.01 0.52-1.95 1.950     

0.121 0.129 

C/T 0.92 0.50-1.70 0.800     
T/T 1.15 0.48-2.77 0.750     
C+ 0.87 0.36-2.08 0.750     
T+ 0.99 0.51-1.90 0.974     

additive model 1.03 0.65-1.65 0.883     
CTNNA2 rs2974151 C/C 1.21 0.59-2.47 0.601     

1 1 

C/G 0.79 0.38-1.63 0.521     
G/G 1.67 0.12-23.27 0.703     
C+ 0.60 0.04-8.35 0.703     
G+ 0.83 0.40-1.69 0.601     

additive model 0.88 0.46-1.69 0.703     
EPHA1 rs11771145 A/A 1.00 0.41-2.49 0.992     

0.687 0.065 

A/G 0.68 0.37-1.26 0.218     
G/G 1.48 0.79-2.74 0.217     
A+ 0.68 0.36-1.26 0.217     
G+ 0.99 0.40-2.46 0.992     

additive model 0.82 0.52-1.28 0.375     
INPP5D rs35349669 C/C 1.74 0.96-3.15 0.065   BMC 

0.843 1 

C/T 0.68 0.37-1.25 0.210     
T/T 0.76 0.31-1.87 0.556     
C+ 1.31 0.53-3.20 0.556     
T+ 0.58 0.31-1.09 0.091     

additive model 0.70 0.45-1.11 0.131     
MS4A6A rs610932 G/G 1.01 0.53-1.93 0.966     

1 1 

G/T 0.87 0.47-1.61 0.650     
T/T 1.28 0.55-2.99 0.573     
G+ 0.78 0.33-1.83 0.573     
T+ 0.99 0.52-1.87 0.966     

additive model 1.06 0.68-1.66 0.790     
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REGION  SNP   O.R. C.I. [95%] P  Pc# I.V.          HWE 
CON PAT 

PICALM rs3851179 C/C 1.37 0.73-2.55 0.319     

0.671 0.855 

C/T 0.74 0.40-1.38 0.351     
T/T 0.95 0.35-2.60 0.918     
C+ 1.05 0.38-2.89 0.918     
T+ 0.73 0.39-1.35 0.319     

additive model 0.82 0.52-1.32 0.423     
ZCWPW1 rs1476679 C/C 0.71 0.16-3.08 0.644     

0.568 1 

C/T 1.31 0.69-2.51 0.408     
T/T 0.82 0.44-1.54 0.544     
C+ 1.21 0.65-2.27 0.544     
T+ 1.41 0.32-6.17 0.644     

additive model 1.10 0.65-1.85 0.732     
PTK2B rs28834970 C/C 1.35 0.56-3.28 0.507     

0.837 1 

C/T 0.84 0.46-1.56 0.588     
T/T 1.03 0.55-1.91 0.935     
C+ 0.97 0.52-1.81 0.935     
T+ 0.74 0.30-1.80 0.507     

additive model 1.06 0.68-1.66 0.783     
SLC24A4 rs10498633 G/G 0.91 0.47-1.76 0.781     

0.320 0.166 

G/T 1.23 0.62-2.43 0.550     
T/T 0.46 0.07-3.05 0.421     
G+ 2.17 0.33-14.40 0.421     
T+ 1.10 0.57-2.13 0.781     

additive model 0.99 0.56-1.76 0.984     
SNCA rs3857059 A/A 1.59 0.75-3.37 0.227     

0.236 0.138 

A/G 0.46 0.21-1.04 0.061   

Schooling,
BMC, 
 AD in  
family 

G/G 1.95 0.20-18.96 0.563     
A+ 0.51 0.05-4.96 0.563     
G+ 0.67 0.30-1.47 0.318     

additive model 0.91 0.51-1.62 0.740     

The values are results of logistic regression performed by STATA. In bold: significant P-value; in 
underline: trend; OR - odds ratio; CI - confidence interval; P – P-value; Pc# - P-value correct for false 

discovery rate; I.V. – independent variable; HWE – Hardy-Weinberg equilibrium; PAT – Patients; 
CON- Controls; BMC - Body mass composition; * - It is not possible to calculate since all the controls 
have the rs769449*G allele. ABCA7 - ATP binding cassette subfamily A member 7; ADAMTS9-AS2 - 

ADAMTS9 antisense RNA 2; APOE- Apolipoprotein E; BIN1- Bridging integrator 1; CYP27C1 - 
Cytochrome P450 family 27 subfamily C member 1; CD2AP - CD2 associated protein; CD33 - CD33 
molecule; CELF1 - CUGBP Elav-like family member 1; CLU – Clusterin; CTNNA2 - Catenin alpha 2; 

EPHA1 - EPH receptor A1; INPP5D - Inositol polyphosphate-5-phosphatase D; MS4A6A - Membrane 
spanning 4-domains A6A; PICALM - Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein; ZCWPW1 

- Zinc finger CW-type and PWWP domain containing 1; PTK2B - Protein tyrosine kinase 2 beta; 
SLC24A4 - Solute carrier family 24 member 4; SNCA - Synuclein alpha. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1 – VARIANTS IN LINKAGE DISEQUILIBRIUM WITH RS10838725 

 
The variants marked with (*) have an expression and or splicing quantitative trait locus (eQTL / sQTL) 
effect on the brain or whole blood. The LD block was created based in three populations: CEU - Utah 

with northern and western European ancestry; TSI – Toscana; IBS – Iberian. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2 – VARIANTS IN LINKAGE DISEQUILIBRIUM WITH RS769449 

 
The variants marked with (*) have an expression and or splicing quantitative trait locus (eQTL / sQTL) 
effect on the brain or whole blood. The LD block was created based in three populations: CEU - Utah 

with northern and western European ancestry; TSI – Toscana; IBS – Iberian. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3 – NETWORK OF DISEASES ASSOCIATIONS AND LncRNAS 

 

* The network of these lncRNAs is not being shown in full because it is extensive, we focus on brain 
diseases. These networks were generated through ncRPheno, a comprehensive database that 

provides experimentally supported associations between noncoding RNAs and disease phenotypes. 
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8 CAPÍTULO 3 – SISTEMA COMPLEMENTO E NETS EM DA 
 

NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS: A PERSPECTIVE OF 
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8.1 ABSTRACT 

 

Complement system (CS) components are associated with Alzheimer’s disease 

(AD), the commonest cause of dementia in the world. Neutrophils can be attracted to 

amyloid-β plaques by several pro-inflammatory factors, including the complement 

anaphylatoxin C5a. They may release extracellular neutrophil traps (NETs), which are 

chromatin nets associated with myeloperoxidase, elastase, and other enzymes. Some 

CS molecules, such as C5a, C1q, and CR1, are associated with increased neutrophil 

recruitment and NETs release. However, the relationship between CS molecules and 

NETs in AD is poorly understood. In this work, we detected higher NET concentrations 

in plasma and serum of Brazilian AD patients, than in elderly controls (medians = 2.78 

[2.07 - 6.19] vs. 2.23 [0.33 - 4.14] ng/mL, P = 0.0005). We discussed these results 

within the context of our former findings on complement and AD and the context of the 

literature on complement and NET release, suggesting both as possible therapeutic 

targets to prevent the progress of the disease. 

Keywords: Alzheimer’s disease, neutrophil extracellular traps, inflammation, 
complement system, CR1, C5a, C1q. 
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8.2 INTRODUCTION 

 

Neuroinflammation is a well-established phenomenon in AD (WYSS-CORAY; 

ROGERS, 2012; CZIRR; WYSS-CORAY, 2012; DANSOKHO; HENEKA, 2018; 

KLOSKE; WILCOCK, 2020) whose mechanisms are still poorly understood. They are 

related to the accumulation of amyloid-β (Aβ) plaques and neurofibrillary tangles 

(NFTs), characteristic AD biomarkers. The first present damage-associated molecular 

patterns (DAMPs) (WYSS-CORAY; ROGERS, 2012; HEPPNER et al., 2015) which 

are recognized by the complement system (CS) (MCGEER et al., 1989; VEERHUIS et 

al., 2011; TENNER et al., 2018). They also induce the expression of endothelial 

adhesion molecules and the release of pro-inflammatory cytokines by stimulated glial 

cells (reviewed in Pietronigro et al., 2017). Indeed, the CS appears to play a relevant 

role in AD, as judged by the strong association of complement genetic polymorphisms 

with this disease (MORGAN, 2018; KRANCE et al., 2019; TENNER, 2020; 

KRETZSCHMAR et al., 2020). Besides that, the CS has already been correlated with 

the formation of extracellular neutrophil traps (NETs) (PALMER et al., 2016; BONT, 

DE et al., 2019). NETs are composed of chromatin fibers, citrullinated histones, and 

cytoplasmic enzymes as myeloperoxidase (MPO) and neutrophil elastase (NE), which 

altogether operate as an extracellular platform for trapping and killing bacteria 

(BRINKMANN et al., 2004; YOUSEFI et al., 2009). They have been observed in AD 

patients and an AD animal model (ZENARO et al., 2015; DONG et al., 2018). However, 

the possible role of the CS in NET release within AD has never been discussed before. 

In this study, we focused on reported interactions of the CS with Aβ plaques and their 

possible role in neutrophil recruitment and NETs release in AD. We also confirmed the 

presence of higher NET levels in an AD Brazilian cohort.  

 

8.3 ALZHEIMER’S DISEASE AND THE COMPLEMENT SYSTEM 

 

AD is a neurodegenerative disease responsible for the largest number of 

dementia cases globally (ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). Several authors 

sought to understand the disease’s etiology by analyzing different pathways and 

metabolic processes, most of them causing or being influenced by neuroinflammation 

(ZLOKOVIC, 2011; HEPPNER et al., 2015; DU et al., 2018). In AD, the production of 

Aβ plaques and NFTs are exacerbated. The accumulation of Aβ plaques in the 



137 
 

 

extracellular environment causes the loss of interneural communication (synapses) 

and activates the local and systemic immunological responses since Aβ plaques can 

be recognized as DAMPs by phagocytic cells (WYSS-CORAY; ROGERS, 2012; 

CZIRR; WYSS-CORAY, 2012; HEPPNER et al., 2015) and activate the CS (MCGEER 

et al., 2016).  

The CS is considered a key element in innate immunity, playing an essential 

role in regulating and protecting the central nervous system. The CS consists of an 

enzymatic cascade with the participation of more than 50 circulating proteins, as well 

as soluble or membrane receptors and regulators (LEE et al., 2019). It can be activated 

by three different pathways: classical (CP), lectin (LP), and alternative (AP). For more 

information on activation and participating CS elements, consult the review of Ricklin 

et al., 2016. Although the complement pathways are activated in different ways, they 

all enhance phagocytic activity and may progress to the formation of membrane attack 

complexes (MAC), leading to cell lysis. In addition, the activation of the complement 

cascade also results in anaphylatoxin production and recruitment of inflammatory cells. 

The CS must be tightly regulated. If out of control, the cascade may become offensive, 

permanently injuring surrounding tissues (RICKLIN et al., 2016).  

It is not a novelty that CS components and genetic polymorphisms are 

associated with AD (MCGEER et al., 1989; WEBSTER et al., 1997; LOEFFLER et al., 

2008), as complement component 3 (STOLTZNER et al., 2000; reviewed by WYSS-

CORAY and ROGERS, 2012; GOETZL et al., 2018), complement component 4 

(reviewed in WYSS-CORAY and ROGERS, 2012; GOETZL et al., 2018), complement 

membrane complex C5b-C9 (GOETZL et al., 2018), complement component 3a (C3a) 

and its receptor C3aR (LIAN et al., 2015; LITVINCHUK et al., 2018), complement 

component 5a (C5a) and its receptor C5aR1 (AN et al., 2018), complement receptor 1 

(CR1) (LAMBERT et al., 2009; KRETZSCHMAR et al., 2020), clusterin (CLU) 

(LAMBERT et al., 2009) and complement component 1q (C1q) (STOLTZNER et al., 

2000; reviewed in WYSS-CORAY AND ROGERS, 2012; LIAN et al., 2016; MCGEER 

et al., 2016; DEJANOVIC et al., 2018; GOETZL et al., 2018), complement component 

9 (reviewed in WYSS-CORAY and ROGERS, 2012), factor B and factor D (GOETZL 

et al., 2018). In this work, we will focus only on the CS components associated with 

AD, which may be related to the recruitment of neutrophils and the formation of NETs 

(Figure 1). 
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8.4 ALZHEIMER’S DISEASE AND NETS 

 

Neutrophils have an essential role in inflammation, acting through many 

mechanisms: phagocytosis, degranulation, and extrusion of NETs (reviewed in SHEN 

et al., 2001; ROSSI et al., 2020). NETs are involved in host tissue injury and 

inflammation associated with autoimmune diseases, acute injuries, atherosclerosis, 

vasculitis, and cancer (JORCH; KUBES, 2017). In 2015, Zenaro and colleagues 

observed NETs adjacent to Aβ plaque deposits in the cerebral vascular and 

intraparenchymal region of an AD animal model and European AD patients. They 

suggested that Aβ plaques may play an essential role in the recruitment and movement 

of neutrophils, which Baik and colleagues (2014) also observed in an AD animal model. 

Furthermore, NET extrusion was also detected in high concentrations in European AD 

patients' serum (DONG et al., 2018).  

 

8.4.1 C5a-C5aR1 axis and the relation with NETs and AD 

 

After complement activation (MCGEER et al., 1989; VEERHUIS et al., 2011), 

C3 and C5 are cleaved, generating the anaphylatoxins C3a and C5a (reviewed in de 

Bont et al., 2019). C3a lacks chemotactic activity (EHRENGRUBER et al., 1994), but 

C5a generates a potent chemotactic response and induces neutrophil migration 

(EHRENGRUBER et al., 1994), as well as the release of NETs (reviewed in DE BONT 

et al., 2019). Therapeutic inhibitors blocking C5a and/ or its receptor C5aR1 have been 

proposed to treat AD (FONSECA et al., 2013; LANDLINGER et al., 2015; AN et al., 

2018). Although the functional connection between high NET levels and C5a has been 

well described (YOUSEFI et al., 2009; HUANG et al., 2015; YUEN et al., 2016; 

FATTAHI et al., 2018; BONT, DE et al., 2019), it has never been explored in AD.  

The CS seems to be, at least, through C5a, attracting neutrophils to the brain 

and inducing NETs extrusion. Neutrophil activation by C5a extrudes the mitochondrial 

DNA (YOUSEFI et al., 2009), which suggests that in AD, after NETs extrusion, the 

neutrophils do not die, at least not through C5a stimulation. NETs deposition trigger 

CS activation via the alternative pathway and properdin binding (YUEN et al., 2016). 

The neutrophils probably recognize the Aβ plaques and trap them, resulting in 

increased inflammation and tissue injury. Further triggering the neutrophils to the 

tissue, the CS may not degrade the NETs, resulting in tissue NET accumulation and 
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CS over-activation (BONT, DE et al., 2019). Thus, the use of C5a inhibitors may 

decrease NETs activation in AD.  

 

8.4.2 CR1 and its relationship with NETs and AD 

 

Even before NET’s discovery, several authors sought to understand the 

mechanisms of interaction between the complement system and neutrophils. 

Cytokines as tumor necrosis factor-alpha (TNFα), granulocyte-monocyte and 

granulocyte colony stimulating factors (GM-CSF, G-CSF), interleukin 1(IL-1), platelet 

activating factor (PAF), and lymphotoxin-beta (LTB) up-regulate phagocytic 

complement 1 receptor (CR1, also known as CD35) in neutrophils, increasing its 

association with C3b-opsonized microspheres. However, only TNFα, G-CSF, and PAF 

increased their phagocytic uptake (OGLE et al., 1990). Besides that, CR1 recognizing 

C3b-IgG complexes on the neutrophil membrane led to changes in signal transduction 

events associated with Fc receptors, resulting in myeloperoxidase's release and 

generation hypochlorous acid (SAMBANDAM; CHATHAM, 1998). CR1 blockage is 

followed by a decrease in NET concentration, revealing an essential role of this 

molecule in the extrusion process (PALMER et al., 2016). Thus, recognition of C3b-

opsonized particles by CR1 on neutrophil membranes may preferentially lead to the 

release of NETs instead of phagocytosis, although more studies are needed to 

corroborate this hypothesis. 

Interestingly, increased AD susceptibility has been repeatedly associated with 

CR1 polymorphisms (LAMBERT et al., 2009). Nowadays, the hypothesis proposed for 

this association is that some polymorphisms (such as rs6656401*A) facilitate non-

homologous recombination resulting in the preferential expression of dysfunctional 

CR1*B isoform (BROUWERS et al., 2012; MAHMOUDI et al., 2015). Although CR1*B 

has an additional C3b/C4b binding site, its neuronal expression occurs in vesicular 

form (HAZRATI et al., 2012). It is also expressed in lower amounts in erythrocytes than 

the CR1*A functional protein (MAHMOUDI et al., 2018). Thus, CR1*B probably impairs 

the process of removing Aβ plates and regulating the CS (MAHMOUDI et al., 2018). 

Heterozygote CR1*A/CR1*B individuals express both isoforms. In this case, neutrophil 

recognition of C3b-opsonized Aβ plates may occur by CR1*A, with consequent release 

of NETs. CR1 can also be found in a soluble form (sCR1). AD patients have higher 

levels of sCR1 in serum (MAHMOUDI et al., 2018), plasma (KRETZSCHMAR et al., 
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2020), and cerebrospinal fluid (CFS) (DABORG et al., 2012). sCR1 is a potent local 

inhibitor of the complement system and is formed through vesiculation or proteolysis 

of the membrane-bound CR1 (PASCUAL et al., 1993; DANIELSSON et al., 1994; 

DERVILLEZ et al., 1997; HAMER et al., 1998), inhibiting the CS by dissociating C3 

convertases, and targeting C3b and C4b for degradation (ZHU et al., 2015). It is 

possible that large sCR1 quantities would inhibit complement’s beneficial role of 

removing Aβ plaques, contributing to its accumulation. However, no studies to date 

demonstrated whether individuals who have only the CR1*B isoform present functional 

sCR1. If sCR1 is generated from CR1*B, CS inhibition probably will not occur properly, 

recruiting more neutrophils to the affected region, with higher extrusion of NETs, 

ultimately contributing to chronic neuroinflammation. Although CR1's participation in 

the increase of NETs release seems to be evident, it is not yet clear how this may be 

related to the different isoforms of the molecule and its association with Alzheimer's. 

Still, it raises an exciting possibility of a new role for CR1 in the disease, which needs 

to be investigated in further functional studies. 

 

8.4.3 C1q and the relation with NETs and AD 

 

The C1q molecule of the CP participates within an essential process in brain 

homeostasis. In periods when synapse pruning happens, C1q tags inappropriate 

connections between neurons for removal by the microglia (PRESUMEY et al., 2017). 

In neurodegenerative diseases, C1q may lead to aberrant synapse loss (DEJANOVIC 

et al., 2018). Curiously, Aβ binds and activates C1q in the absence of immunoglobulins 

(ROGERS et al., 1992), starting the CP and probably promoting synapse loss. A study 

with a mouse model of AD lacking C1q demonstrated a significant reduction in 

inflammation and neuropathological features (PRESUMEY et al., 2017). 

Some researchers already analyzed the relationship between C1q and NETs. 

Increased C1q deposition inhibits DNase activity, resulting in NET accumulation 

(LEFFLER et al., 2012). When C1q is inhibited, the complement cascade does not 

progress, and NETs do not appear (HAIR et al., 2018). NETs are mainly degraded by 

endonuclease DNase1 (HAKKIM et al., 2010) and then cleared by macrophages 

(FARRERA; FADEEL, 2013). DNases have already been used to successfully treat 

AD in a case report (TETZ; TETZ, 2016). Genetic DNASE1 variants already have been 

investigated in systemic lupus erythematosus (PRUCHNIAK et al., 2019), however, its 
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role in AD has never been investigated. DNase has been used as an efficient drug to 

degrade NET structure in breast cancer, lung injury, and lupus mouse models 

(reviewed in JORCH and KUBES, 2017).

 
FIGURE 1- POSSIBLE INVOLVEMENT OF THE COMPLEMENT SYSTEM IN THE RECRUITMENT 

OF NEUTROPHILS AND THE FORMATION OF NETS IN ALZHEIMER'S DISEASE (AD) 

 

When the BBB is intact, most complement molecules do not pass through it but can be produced 
constitutively by brain cells. In AD, the BBB is compromised, facilitating the passage of complement 
elements, among other pro-inflammatory elements (Alexander, 2018). Aβ plaques are recognized as 

DAMPs by CS components and other innate immunity receptors, leading to the activation of BBB 
endothelial cells. They up-regulate ICAM-1 adhesion molecules, allowing neutrophils to adhere and 
circulate through interaction with LFA-1, that extravasate into the cerebral parenchyma (Pietronigro, 

2017). When present in the cerebral parenchyma, these neutrophils worsen neuroinflammation, 
performing NET extrusion. In this sense, the CS may be involved trough: (1) C1q binding to the Aβ 
plates, activating the cascade of the classical complement pathway; (2a) CR1 (CR1*A) molecules 

present in the neutrophil membrane recognize the Aβ plates opsonized with C3b fragments, 
preferentially leading to NET extrusion; (2b) molecules of soluble CR1, formed by non-functional 

isoforms (CR1*B) do not perform their function of inhibiting CS; (3) Potent anaphylatoxins such as 
C5a, can recruit neutrophils from the periphery to the Aβ plaque concentration site, and be recognized 

by the C5aR1 receptors present in the neutrophils, promoting the release of NETs. Although the 
participation of other elements of the inflammatory reaction occurs, in this figure, we focus on 
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elements of the complement system discussed throughout this study. The complement cascades' 
reactions were not represented due to space and number of elements participating in the pathways. 

The role of cytokines and endothelial adhesion in neutrophil recruit for Aβ plaques is widely 
approached in Pietronigro et al., 2017 review. BBB- blood-brain barrier; Aβ- amyloid-β; DAMPs- 

damage-associated molecular patterns; ICAM-1- Intercellular Adhesion Molecule 1; LFA-1- 
Lymphocyte function-associated antigen 1; NET- extracellular neutrophil traps; CS- complement 

system; C1q- complement component 1q; CR1- complement receptor 1; C3b- complement component 
3b; C5a- complement component 5a; C5aR1- complement component 5a receptor. This figure was 

created with BioRender.com

 

8.4.4 High NETs levels in a Brazilian cohort 

 

Recently, we confirmed the genetic association of complement receptor 1 

(CR1) polymorphisms in an AD Brazilian cohort (KRETZSCHMAR et al., 2020). Based 

on the association between molecules of the complement system and NETs, we aimed 

to investigate if NET levels are also increased within the same Brazilian cohort. We 

quantified NETs in plasma of 22 AD patients and 21 elderly controls (EC), and serum 

of another 12 EC (considering that NET levels are similar in serum and plasma of the 

same individual (ABRAMS et al., 2019)). The study was approved by the local ethics 

committee (CAAE 55965316.1.0000.0102). All participating individuals were older than 

65 years (AD median = 82.5 [ 70- 88] years old; EC median = 76 [69-99] years old). 

AD were recruited from the Clinical Hospital of the Federal University of Paraná. AD 

and EC were diagnosed or confirmed to be healthy and neurologically normal based 

on clinical history and cognitive tests (FROTA et al., 2011). The NE-DNA 

concentrations in serum and plasma samples were quantified using an adapted ELISA 

test with immunofluorescence (CZAIKOSKI et al., 2016; COLÓN et al., 2019) 

(Supplementary figure1). Anti-Elastase antibodies were used for capturing these NE-

DNA complexes, and dsDNA fluorescent reagent was used for detection and 

quantification. For the methodological details, see the Supplementary Material.  

Our study brings, for the first time, higher circulating NET levels in AD Brazilian 

patients. In this work, we detected higher NET concentrations in plasma and serum of 

Brazilian AD patients, than in elderly controls (medians = 2.78 [2.07 - 6.19] vs. 2.23 

[0.33 - 4.14] ng/mL, P = 0.0005). (Figure 2A). The difference remained after 

dichotomizing AD and EC into high- and low-NET producers. The median NET 

concentration of high-NET producers was 3.95 (3.09 - 6.19 ng/mL) in AD, compared 

to 3.0 (2.586 - 4.14 ng/mL) in EC (P = 0.012). For low-NET producers, the median level 

of AD was 2.28 (2.07 - 2.46 ng/mL), compared to 2.0 in EC (0.33 - 2.46 ng/mL) (P = 
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0.042) (Figure 2B). Although NETs extrusion can lead to cell death by NETosis, we did 

not perform the assays to evaluate it. Despite the small number of samples used here, 

few studies investigating NETs in AD patients were published. All of them confirm the 

increased NETs in AD (ZENARO et al., 2015; DONG et al., 2018).

 

FIGURE 2- NETs CONCENTRATION BETWEEN AD PATIENTS AND CONTROLS. 

 

Differences in NETs concentration between: A –AD patients and elderly controls. B – AD patients and 
elderly controls in High (H) and Low (L) groups. *P = 0.0115; **P = 0.0422.

 

8.5 CONCLUDING REMARKS  

 

NETs seem to be promising as new therapeutic targets for AD treatment. We 

propose more investigations into the connection between the C5a, C1q, and CR1 with 

NETs in AD, as well as genetic associations studies to investigate variants in DNase 

genes (DNASE1, DNASE2, and DNASE1L3) that can result in a down-regulation of 

DNase expression in AD. 
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8.9 SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Using an adapted ELISA test with immunofluorescence (CZAIKOSKI et al., 

2016; COLÓN et al., 2019), plasma and serum levels of NE-DNA complexes were 

detected (Supplementary Figure 1). The data were tested for normality (D'Agostino & 

Pearson test). We compared patients and controls in two ways: (1) using the absolute 

values (ng/mL), and (2) establishing the 3rd quartile in controls as a threshold for 

defining high and low NET levels (2.548 ng/mL). We also used this threshold for 

defining the theoretical median in the Wilcoxon test. The groups were compared using 

Unpaired T-test and two-way ANOVA. All the analyses were done using GraphPad 

Prism v.6 software. The P values were corrected for multiple testing using the false 

discovery rate (FDR) method (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995), performed in R 

language 3.6.1, through the Stats package (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). 

Corrected p-values lower than 0.05 were considered significant.

 

SUPPLEMENTARY FIGURE 1 - IN-HOUSE ELISA TEST PERFORMED FOR QUANTIFICATION OF 
NETS IN SERUM AND PLASMA SAMPLES. 

 

Bottom-transparent, 96-well plates were coated for 20 hours with anti-Elastase polyclonal antibody 
(Calbiochem, Cat. No. 481001). The plates were washed using detergent Tween-20 in PBS solution 

and blocked with bovine serum albumin (BSA) 2% in PBS solution during 2 hours at room 
temperature. After another washing session, the serum or plasma samples were added and incubated 
for 20 hours. The NE-DNA complexes are captured at their NE-end by anti-Elastase antibodies. Thus, 

the DNA-end of these complexes was used for detection. The plates were washed and the dsDNA 
reagent in TEx1 solution (Component A of the Quant-iT™PicoGreen dsDNA Reagent, Invitrogen) was 

added to the wells. The plates were incubated for 5 minutes in a dark environment before 
measurement. Using a microplate-reader Synergy™ H (BioTek), the samples were excited at 488nm 
and fluorescence emission intensity was measured at 525nm. A DNA standard curve was prepared in 
8 wells of each plate using Lambda DNA standard (Component C of the Quant-iT™PicoGreen dsDNA 
Reagent, Invitrogen), with DNA concentrations ranging from 1000ng/ml to 7.8125ng/ml. The reading of 

the fluorescence emission intensity was interpolated within the DNA standard curve. 
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AND KYNURENINASE EXPRESSION IN AN ANIMAL MODEL OF PARKINSON’S 

DISEASE15. 

 

Gabriela Canalli Kretzschmara#; Adriano D.S. Targab#; Sheila Coelho Soares-Limac; 

Priscila Ianzen dos Santosa; Lais Soares Rodriguesb; Daniel Araújo Macedob; Luis 

Felipe Ribeiro Pintoc; Marcelo M. S. Limab*; Angelica Beate Winter Boldta*§ 

 

a Human Molecular Genetics Laboratory, Postgraduate Program in Genetics, 

Department of Genetics, Federal University of Paraná (UFPR), Centro Politécnico, 

Jardim das Américas, 81531-990, Curitiba, Paraná State, Brazil. 

b  Neurophysiology Laboratory, Department of Physiology, Federal University of 

Paraná (UFPR), Centro Politécnico, Jardim das Américas, 81531-990, Curitiba, 

Paraná State, Brazil. 

c Molecular Carcinogenesis Program, National Cancer Institute, Research 

Coordination, Rio de Janeiro, Brazil. 

 

# Both are first authors. 

* These authors contributed equally to this work 

 

§Corresponding author: 

Prof. Dr. Angelica Beate Winter Boldt  

Departamento de Genética 

Universidade Federal do Paraná 

Caixa Postal 19071 

81531-980 Curitiba, Brasil 

Tel: +55 (41) 3361-1553, 3361-1724 

e-mail: angelicaboldt@gmail.com

_______________  
 
15 Este artigo foi desenvolvido em colaboração com o laboratório de Neurofisiologia da UFPR. Dessa, 

forma a primeira autoria e a supervisão são compartilhadas. 



155 
 

 

9.1 ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) is the second most common chronic 

neurodegenerative disease characterized by the loss of dopaminergic neurons in the 

substantia nigra (SN), causing less release of dopamine in the striatal tissue (St). 

Disorders of the tryptophan pathway can result in the accumulation of kynurenine 

(KYN), leading to increased levels of neurotoxic metabolites, contributing to 

neurodegeneration. KYN can be processed by Kynureninase (KYNU), which also 

processes 3-hydroxykynurenine (3-HK), both found at higher levels in PD. KYN levels 

are also increased in the animal model induced to PD by rotenone. Using this model, 

we investigated Kynu gene expression in response to supplementation of vitamin B12 

and folic acid. These nutritional elements are fundamental for the epigenetic regulation 

of gene expression by DNA methylation, and there is evidence that they can lead to 

an improvement in memory. We evaluated memory consolidation with the Object 

Recognition Test (ORT) and investigated Kynu regulation and expression, using 

pyrosequencing to measure the methylation patterns of two CpG sites in Kynu’s 

promoter, and RT-qPCR. Supplementation prevented memory loss in animals induced 

by rotenone (P = 0.001). In SN of animals induced by rotenone and not supplemented, 

Kynu was down-regulated (P = 0.0184, fold change = -2.45). On the other hand, its 

expression was not changed in the supplemented group, compared to sham animals. 

The methylation patterns of the analyzed CpG sites were not correlated with gene 

expression. Therefore, supplementation possibly increased the global DNA 

methylation, reducing the expression of genes that inhibit Kynu expression. In this 

model, a simple intervention with folic acid and vitamin B12 supplementation prevented 

memory impairment inflicted by rotenone, maintaining Kynu's gene expression and 

probably maintaining Kynu-dependent pathway homeostasis. Our study raises the 

possibility of supplementation with folic acid and vitamin B12 as an auxiliary therapy 

for PD, a hypothesis that we suggest for future research. 

KEYWORDS: Kynureninase; Tryptophan pathway; DNA methylation; Parkinson's 

disease; Folate; Vitamin B12.
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9.2 HIGHLIGHTS 

 

 Folic acid and vitamin B12 prevent memory impairment in a Parkinson's disease 

model. 

 Supplementation prevents Kynureninase down-regulation in the substantia 

nigra.  

 Kynu’s CpG sites are differentially methylated between brain regions. 

 Kynus’s down-regulation is not associated with methylation of these CpG sites.

9.3 GRAPHIC ABSTRACT 

 

 
 

 

ABBREVIATIONS: 

൮-HANA - ൮-hydroxyanthranilic acid; ൮-HK - ൮-Hydroxykynurenine; ൰hmC - ൰-

hydroxymethylcytosine; ൰mC - ൰-methylcytosine; COMT - catechol-O-methyltransferase; 

DNMT – DNA methyltransferases; IL-൱ – interleukin ൱; KATs - kynurenine 

aminotransferase; KMO - kynurenine ൮-monooxygenase; KYN - kynurenine; KYNA - 

kynurenic acid; KYNU - kynureninase; MCP-൬ - monocyte chemotactic protein ൬; SAH - S-

adenosylhomocysteine; SAM - S-adenosyl-L-methionine; SN – substantia nigra; St- 
striatum; TFs - transcription factors; TNF-α - tumor necrosis factor alpha.  
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9.4 INTRODUCTION 

 

Parkinson’s disease (PD) is the second most common chronic 

neurodegenerative disease (CORTI et al., 2011). It is characterized by intraneural α-

synuclein accumulation, which contributes to the loss of dopaminergic neurons in the 

substantia nigra pars compacta (SNpc) (DUDA et al., 2002). This ultimately decreases 

the dopamine release in the striatal tissue (St), leading to well-known motor deficits. 

Several non-motor signs precede the motor symptoms, e.g. cognitive deficits, olfactory 

dysfunction, sleep abnormalities, cardiac sympathetic denervation, constipation, 

depression, and pain (OBESO et al., 2010; CORTI et al., 2011; ILKIW; LIMA, 2019; 

KAUR et al., 2019; ZESIEWICZ, 2019).  

The disease may occur due to monogenic Mendelian inheritance of some 

genetic variants (early-onset familial form), but the vast majority of cases are sporadic 

and result from a complex interplay between genetic, epigenetic and environmental 

factors. Among other epigenetic factors, aging has a prominent role in the deregulation 

of DNA methylation, switching the methylation patterns of genes, particularly in the 

brain (KLEIN; JAGER, DE, 2016). However, the methylation levels of specific gene 

promoters is largely increased with age (RENANI et al., 2019). DNA 

methyltransferases (DNMTs) covalently transfer the methyl group from S-adenosyl-L-

methionine (SAM) to the carbon 5 of a cytosine followed by a guanine (5’CpG3’ 

dinucleotide), leading to the formation of 5-methylcytosine (5mC) (RENANI et al., 

2019). This process can occur during DNA replication events, when DNMT1, the 

maintenance DNMT, copies the methylation patterns to the recently synthesized 

strand, or by de novo methylation mediated by DNMT3a and DNMT3b, which play a 

critical role in the brain (LARDENOIJE et al., 2015; BAYRAKTAR; KREUTZ, 2018). 

SAM production depends on adequate folate and complex B vitamins supply for the 

one-carbon cycle (MIRANDA-MORALES et al., 2017). Deregulation of this metabolic 

cycle results in high homocysteine levels, SAM shortage, and DNA hypomethylation. 

High homocysteine levels have already been reported in PD patients and have a toxic 

effect on dopaminergic neurons in animal models (DUAN et al., 2002; OBEID et al., 

2009; GORGONE et al., 2012). Indeed, some studies have already shown that 

supplementation with folic acid and vitamin B12 can be beneficial for cognition 

improvement, and may even reduce the levels of inflammatory cytokines in human 

peripheral blood, showing a more effective performance when administered together 



158 
 

 

(HINTERBERGER; FISCHER, 2013; ARAÚJO et al., 2015; MCCLEERY et al., 2018; 

MA, F. et al., 2019). 

DNA methylation influences gene expression through different mechanisms. 

Those best described include interference with the recognition of DNA motifs by 

transcription factors (TFs) and the recruitment of specific Methyl-CpG binding proteins, 

such as MeCP2, that further recruit co-repressor protein complexes and thereby 

mediate gene silencing on promoter regions (MIRANDA-MORALES et al., 2017; 

FREEMAN et al., 2020). Besides, 5mC demethylation can occur spontaneously or 

through the enzymatic action of ten-eleven translocation (TET) proteins, leading to the 

formation of 5-hydroxymethylcytosines (5hmC), which have a high frequency in the 

brain and are also considered as epigenetic marks that can lead to gene activation 

(HAHN et al., 2013; KLEIN; JAGER, DE, 2016). Thus, the homeostasis of this process 

is fundamental for health (RENANI et al., 2019). Hypomethylation of the promoter 

region has already been verified for some genes associated with PD, such as SNCA, 

leading to an increase in α-synuclein expression (WÜLLNER et al., 2016).  

In a previous metabolome study with the rotenone rat model of PD (FAGOTTI 

et al., 2019), the rotenone-treated group presented high levels of kynurenine (KYN), 

one of the metabolites generated in the tryptophan pathway, which is frequently 

disturbed in neurological diseases (ZINGER et al., 2011; SCHWARCZ et al., 2012; 

VÉCSEI et al., 2013; MAITRE et al., 2020). One of the enzymes responsible for KYN 

processing is kynureninase (KYNU), encoded by the KYNU gene. In addition to 

participating in KYN processing, KYNU also processes 3-Hydroxykynurenine (3-HK), 

whose levels similarly rise in PD (OGAWA et al., 1992; LEWITT et al., 2013; IWAOKA 

et al., 2020). In this study, we used this rotenone PD model to investigate the 

expression of Kynu in response to vitamin B12 and folic acid supplementation, as these 

nutritional elements are critical for the epigenetic regulation of gene expression. 

Furthermore, there is evidence that they can lead to an improvement in memory (MA, 

F. et al., 2019). 

 

9.5 MATERIAL AND METHODS 

 

9.5.1 Subjects 
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This study was performed with 40 Wistar male rats, weighing approximately 

280-320g. The animals were maintained in groups of 5 individuals within polypropylene 

cages kept in a temperature-controlled room (22oC ± 2oC) with a 12:12h light:dark cycle 

(lights on at 7:00 AM). Bottles of water and pellets of food were freely available 

throughout the entire experiment. The study was approved by the ethics committee of 

the Federal University of Paraná (approval ID #1289) and carried out in accordance 

with the Guidelines of ethics and experimental care and use of laboratory animals 

(SBCAL). All efforts were made to minimize animal suffering and to reduce the number 

of animals used.  

 

9.5.2 Experimental design  

 

On day 0, the animals were submitted to stereotaxic surgery for rotenone or 

dimethylsulfoxide (DMSO) administration within the Substantia nigra pars compacta 

(SNpc). The supplementation with folic acid and vitamin B12 or saline solution started 

the following day and lasted for 14 days. Thus, the animals were classified into four 

groups: two without supplementation (WS)- rotenone (R_WS) and sham (S_WS); two 

with supplementation (Sup): rotenone (R_Sup) and sham (S_Sup) (Figure 1). The 

habituation phase of the object recognition task test (ORT) took place on days 10, 12, 

and 14. After the last habituation (day 14), the animals performed the training of ORT, 

and in the sequence (day 15), they performed the test phase of ORT. Euthanasia was 

performed after the test (day 15) using a guillotine. Samples from striatum and SN 

were collected and maintained at -80oC until processing.

FIGURA 1 - EXPERIMENTAL DESIGN 
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The animals were submitted to stereotaxic surgery for rotenone or dimethylsulfoxide (DMSO) 
administration within the Substantia nigra pars compacta. The rats were classified into four groups: 
two without supplementation (WS): rotenone (R_WS) and sham (S_WS); two with B12 vitamin and 

folic acid supplementation (Sup): rotenone (R_Sup) and sham (S_Sup). The animals were submitted 
for an object recognition task test (ORT). For molecular analysis, DNA and RNA were extracted from 

Substantia nigra (SN) and Striatum (St). It is important to note that n = 40 corresponds to the 
maximum number of animals used. The number varies according to the experiments, since for some 

techniques, some samples were not  of sufficient quality or not at our disposal. In parentheses: 
number of individuals for each experiment. M = methylation pattern analysis; E = gene expression 

analysis; O = object recognition task.

 

9.5.3 Stereotaxic surgery 

 

The animals were sedated with intraperitoneal xylazine (10 mg/kg; Syntec do 

Brasil Ltda, Brazil) and anesthetized with intraperitoneal ketamine (90 mg/Kg; Syntec 

do Brasil Ltda, Brazil). For rotenone infusion within the SNpc, we used bregma as a 

reference for the following coordinates: (AP) = -5.0 mm, (ML) = 2.1 mm, and (DV) = -

8.0 mm (PAXINOS; WATSON, 2004). Rotenone (12 mg/ml; Sigma-Aldrich, United 

States) or DMSO 10% v/v (Sigma-Aldrich, United States) bilateral infusions were 

performed using an electronic infusion pump (Insight Instruments, Ribeirão Preto, 

Brazil) at a rate of 0.33 ml/minute for 3 minutes (TARGA et al., 2016).  

 

9.5.4 Supplementation procedure 

 

We chose folic acid and vitamin B12 as elements for supplementation, 

considering reports in the literature of their involvement in improving cognition, 

reducing levels of pro-inflammatory cytokines and relevance in the functioning of the 

one-carbon cycle. In addition, the administration of these two elements concomitantly 

appears to lead to a more effective performance (HINTERBERGER; FISCHER, 2013; 

ARAÚJO et al., 2015; MCCLEERY et al., 2018; MA, F. et al., 2019). The vitamins used 

for supplementation were obtained from a compounding pharmacy. The powdered 

pharmaceutical forms were diluted in saline solution (0.9%) for administration through 

an 8 cm orogastric needle. The animals were supplemented by gavage with either folic 

acid/vitamin B12 (5 and 0.5 mg/kg, respectively) or saline solution (0.9%). The 

supplementation was performed once a day (7:30 AM-10:30 AM) for 14 days after the 

surgery. 
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9.5.5 Object Recognition Task test (ORT) 

 

We used the ORT to investigate the memory consolidation process. The 

apparatus consisted of an open box (width x length x height = 60 cm x 60 cm x 50 cm) 

made of wood and covered with a black opaque plastic film. The objects to be 

discriminated against were made of biologically neutral material such as glass, plastic, 

or metal. The procedure consisted of three phases: habituation, training, and the test. 

In the habituation phase, the animals had three minutes in days 10, 12, and 14 to 

explore the arena without the objects. During the trainning phase (15 minutes after 

habituation on day 14), two identical objects were exposed in the back corners of the 

open box, 10 cm away from the sidewall. The rat was placed in the open box facing 

away from the objects and after 3 minutes of exploration, the animal was removed from 

the open box and returned to its cage. Twenty-four hours later (test phase, 3 minutes 

of duration), two objects were presented in the same locations that were occupied by 

the previous sample objects. One of the objects was identical to the object seen in the 

training phase and the other one was different. Rats are animals of exploratory 

behavior, so it is expected that an individual who does not have memory impairment, 

remembers the object that had contact during the test (familiar object) and spends 

more time exploring the new one. The tests were video recorded for later analysis. It 

was considered as exploration only when the rat touched the object with its nose or 

when the rat’s nose was directed toward an object at a distance ≤ 2 cm.  

 

9.5.6 Methylation levels analysis 

 

In total, 40 DNA samples (Figure 1) were extracted from frozen brain tissue of 

substantia nigra (SN) and striatum (St) (since these are the most affected tissues in 

PD), with Wizard Genomic DNA purification Kit (Promega), following the 

manufacturer’s instructions. The DNA was treated with EpiTect 96 bisulfite kit 

(Qiagen). This treatment converts unmethylated cytosines into uracils, without altering 

methylated cytosines, allowing downstream quantification of methylated CpGs by other 

techniques, such as pyrosequencing.  

We selected the Kynu gene, based on the report of kynurenine accumulation 

in the animal model of PD (FAGOTTI et al., 2019), since this is one of the genes that 

encodes enzymes that process kynurenine. It is also the only one with a report in the 
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literature of a differentially methylated site. Furthermore, it has a high sequence identity 

between rats and humans, besides participating in two stages of the Kynurenine 

pathway. We measured methylation of two CpGs in the promotor region of Kynu gene 

in the rat genome (RGSC 6.0/rn6). The second CpG is orthologous to cg15836722 in 

the KYNU human promoter, reported by Roberson et al. (2012) as differentially 

methylated in skin samples of psoriasis patients. The primers were designed using the 

PyroMark Assay Design 2.0 (Qiagen). The primer sequences and their position in the 

flanking Kynu sequence are listed in Supplementary Table S1. 

PCR was performed using a biotinylated reverse primer (Qiagen custom assay) and 

the PyroMark PCR kit (Qiagen) (protocol in Supplementary Table S2), followed by 

1.5% agarose gel electrophoresis to check amplicon’s quality and length. 

Pyrosequencing was performed in PyroMark Q96 (Qiagen), following the 

manufacturer’s instructions. The percentage of DNA methylation per site was 

calculated using the PyroMark Q96 ID Software 2.5 (Qiagen). 

 

9.5.7 Gene expression analysis 

 

Total RNA was extracted from 29 samples (Figure 1) from frozen brain tissue 

(SN and St), with ReliaPrep miRNA Cell and Tissue Miniprep System Kit (Promega), 

following the manufacturer’s instructions. The RNA was reverse transcribed into cDNA 

with the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). The 

Kynu primers were designed to be complementary to exon 13 - exon 14 junctions 

(Supplementary Table S3). The relative mRNA levels were normalized using the 

median of mRNA expression of two endogenous genes: Beta-actin (Actb) and 

Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 (Hprt1), using the sequences of the 

primers already described by Elfving et al., (2019). Kynu mRNA levels were measured 

by quantitative real-time using the GoTaq qPCR Master Mix (Promega) (protocol in 

Supplementary Table S4) in ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). All 

assays were conducted in triplicates and Cq values (threshold cycle) were calculated 

using the QuantStudio Real-Time PCR Software (Applied Biosystems). For calculating 

fold-change values of gene expression, we used the comparative Cq method 2-ΔΔCq 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 
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9.5.8 Statistical analysis 

 

All data were tested for normality (D'Agostino & Pearson test). For analysis of 

methylation degree, gene expression, and memory consolidation, the groups were 

compared using the appropriate test for parametric and nonparametric data (Unpaired 

T-test and two-way ANOVA for parametric data; Mann-Whitney and Kruskal-Wallis 

tests for nonparametric data). For correlation analyses, we used Spearman’s test. All 

the analyses were done using GraphPad Prism v.6 software (GraphPad Software, La 

Jolla, CA). All P values were corrected for multiple testing using the false discovery 

rate (FDR) method (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995), performed in R language 3.6.1, 

through the Stats package (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), or for Sidak's 

multiple comparisons test. Corrected p-values (P(corr)) lower than 0.05 were 

considered significant. We used the UCSC Genome Browser (RHEAD et al., 2010), 

TargetScan Browser (AGARWAL et al., 2015), TarBase v.8 (KARAGKOUNI et al., 

2018), miRGate (ANDRÉS-LEÓN et al., 2015), LNCipedia (v.5.2) (VOLDERS et al., 

2019), and NONCODE (XIE, C. et al., 2014) to search for possible regulatory factors 

of the Kynu gene. 

 

9.6 RESULTS 

 

9.6.1 Object Recognition Task test (ORT) 

 

Differently from the animals of the sham group, which spent more time 

exploring the new object in comparison to the familiar one (P(corr) = 0.027), rotenone 

administration led to an impairment in the object recognition memory (P(corr) = 0.799) 

(Figure 2). Supplementation with folic acid and vitamin B12 prevented the deleterious 

effect induced by rotenone administration over this type of memory (P(corr) = 0.001). 
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FIGURE 2– EXPLORATION TIME OF FAMILIAR AND NEW OBJECTS IN THE OBJECT 
RECOGNITION TASK (ORT).  

 
The bars plot shows the exploration time of each object – familiar (F) or new (N) – among the 

experimental groups. Rats are animals of exploratory behavior, so it is expected that an individual who 
does not have memory impairment remembers the object with which it had contact during the training 

phase (familiar object) and spends more time exploring the new one. Animals from sham group 
(S_WS) spent more time exploring the new object, as expected - *P(corr) = 0.027. Rotenone 

administration (R_WS) led to an impairment in the object recognition memory - P(corr) = 0.799), which 
was prevented in supplemented animals (R_Sup) - **P(corr) = 0.001. For this experiment, the S_Sup 

(supplemented sham group) was not at our disposal. Nevertheless, since supplementation did not 
result in gene expression or methylation differences between the sham groups with and without 

supplementation, we believe that its absence is not severely affecting the interpretation of the outcome 
of this experiment.

 

9.6.2 DNA methylation level differences between groups 

 

We compared the methylation levels of two CpG sites located in Kynu 

promoter region between the groups and different brain regions (SN and St). The cg1 

site showed higher methylation levels relative to the cg2 site in the SN from the S_WS 

group (P(corr) = 0.0074) (Figure 3). No other differences were found between the 

groups (Supplementary Figure S5).
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FIGURE 3 – METHYLATION LEVELS OF cg1 AND cg2 IN THE ANALYZED GROUPS IN THE 
SUBSTANTIA NIGRA. 

 
Among the analyzed groups, only sham without supplementation (S_WS) showed a difference in 

methylation levels between the CpG sites analyzed, with cg1 with higher methylation levels than cg2 - 
*P(corr) = 0.0074. R_Sup = Rotenone supplemented; R_WS = Rotenone without supplementation; 

S_Sup = Sham supplemented.

 

9.6.3 DNA methylation level differences between the brain regions 

 

The CpG sites were more often methylated in the St than in the SN (P(corr) = 

0.0086) (Figure 4A). In both tissues, cg1 shows a higher methylation degree than cg2 

(SN – P(corr) = 0.0086; St – P(corr) = 0.0444). Besides that, the cg2 site shows 

differences according to the brain region, being more methylated in St than in SN (cg2 

– P(corr) = 0.0139) (Figure 4B).
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FIGURE 4– DIFFERENCES IN METHYLATION LEVELS BETWEEN SUBSTANTIA NIGRA AND 
STRIATUM 

 

A – Methylation mean (cg1 and cg2) between substantia nigra (SN) and Striatum (St). The 
methylation levels are higher in St than SN *P(corr) = 0.0086. B – Differences in methylation levels 
of two CpG sites analyzed between SN and St. cg1 showed a higher methylation level than cg2 in 

both brain regions. *P(corr) = 0.0086; **P(corr) = 0.0444; ***P(corr) = 0.0139.
 

9.6.4 Kynu expression  

 

We found lower Kynu expression in the SN of R_WS rats, compared with 

S_WS rats (P(corr) = 0.0184, fold change = -2.45) and R_Sup rats (P(corr) = 0.0184, 

fold change = -2.50) (Figure 5). R_Sup animals maintained the expression levels 

observed for the sham groups in the SN, meaning that the rotenone-induced decrease 

in Kynu’s gene expression was prevented in the group supplemented with vitamin B12 

and folic acid. 

However, the supplementation was not associated with differences in Kynu 

expression, within the St (Supplementary Figure S6) and between sham groups (SN). 

We did not observe expression differences between the SN and St when groups were 

considered together (Supplementary Figure S7). There were no correlations between 

Kynu’s expression and methylation degrees (data not shown).
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FIGURE 5 – DIFFERENCES IN Kynu EXPRESSION BETWEEN THE GROUPS IN THE 
SUBSTANTIA NIGRA. 

 
Kynu expression in rotenone-treated rats without supplementation (R_WS) is practically nonexistent 

when compared to the sham groups (**P(corr) = 0.0184, fold change = -2.45). Those rotenone-treated 
rats which received the supplementation with folic acid and B12 vitamin (R_Sup) maintained the 

expression levels observed for the sham groups supplemented (S_Sup) and without supplementation 
(S_WS), meaning that the rotenone-induced decrease in Kynu’s gene expression was prevented in 

the supplemented group (R_Sup) (*P(corr) =0.0184, fold change = -2.50)..

 

9.7 DISCUSSION 

 

Disturbances in the one-carbon cycle, leading to changes in SAM production 

and consequently in methylation patterns, have already been associated with PD and 

linked to a cognitive decline (OBEID et al., 2009). PD patients with cognitive deficits 

have high levels of homocysteine (hyperhomocysteinemia), and reduced levels of 

folate and vitamin B12 (XIE et al., 2017; CHRISTINE et al., 2018, 2020), especially 

those treated with levodopa (L-DOPA), a dopamine precursor more suitable for 

treatment, but which over the years leads to adverse side effects such as dyskinesia 

(BASTIDE et al., 2015). The metabolism of plasma levodopa involves methylation 

reactions, catalyzed by catechol-O-methyltransferase (COMT), which uses SAM as 

methyl donor, resulting in S-adenosylhomocysteine (SAH) and consequent 

homocysteine formation (MULLER, 2003; QURESHI et al., 2008; MURRAY; JADAVJI, 

2019). The accumulation of homocysteine is toxic to dopaminergic neurons, 

contributing to neurodegeneration (KRUMAN et al., 2000; DUAN et al., 2002), which 

can be avoided by the promotion of SAH recycling within the one-carbon cycle. For 

this, the presence of vitamin B12 and folate is essential, as they will act as cofactors 
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for the remethylation of homocysteine in methionine, which can be used for SAM 

production (MURRAY; JADAVJI, 2019). Thus, a possible strategy to counteract 

homocysteine accumulation is by supplementing the diet with essential elements for 

the optimal functioning of this cycle, like vitamin B12 and folic acid (XU et al., 2012; 

LARDENOIJE et al., 2015; MCCARTER et al., 2019, 2020). 

Rotenone administration impaired memory consolidation in the ORT, as 

previously demonstrated (TARGA et al., 2018; FAGOTTI et al., 2019). Interestingly, 

folic acid and vitamin B12 supplementation not only prevented the decrease in Kynu 

expression induced by this neurotoxin but also hindered its deleterious effect in 

recognition memory. Our results are in line with a study that analyzed the effect of 

supplementation with folic acid and vitamin B12 on memory and levels of inflammatory 

factors in 240 patients with mild cognitive impairment (MCI) (MA, F. et al., 2019). They 

found an overall improvement in cognitive function, reduced levels of homocysteine, 

interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), and monocyte chemotactic 

protein 1 (MCP-1), with better results when folic acid and vitamin B12 were 

administered together. The KYN pathway can be activated by inflammatory factors, 

such as TNF-α and IL-6, which lead to the expression of indoleamine 2,3-dioxygenase 

1 (IDO-1), inducing the catalysis of tryptophan through this route (MOFFETT; 

NAMBOODIRI, 2003; MÁNDI; VÉCSEI, 2012; VÉCSEI et al., 2013). Besides, other 

enzymes involved in the pathway, such as KMO, can also be stimulated by 

inflammatory mediators leading to a high concentration of neurotoxic metabolites 

(FUJIGAKI et al., 2017). A reduction in the levels of these inflammatory factors by 

supplementation could reduce the production of neurotoxic metabolites, leading to an 

improvement in memory. 

In our study, supplementation with folic acid and vitamin B12 was clearly 

associated with differences in Kynu expression. Gene transcription was silenced in 

animals from the rotenone group that was not supplemented (R_WS), while those 

receiving vitamin B12 and folic acid (R_Sup) showed similar levels compared to the 

sham group. Supplementation made no difference in the sham groups, an indication 

that an extra supply of vitamin B12 and folic acid does not alter Kynu expression in 

baseline (healthy) conditions. Also, no changes in gene expression were observed in 

the dorsal striatum, which may be related to the fact that this region is the terminal 

portion of the nigrostriatal pathway, where the regulatory impact of treatments probably 

manifests later (MS LIMA et al., 2012). 
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Although supplementation led to changes in gene expression, it did not affect 

the methylation levels of the analyzed CpG sites in Kynu promoter. However, there is 

clear differential methylation of these sites, depending on the brain region, with Kynu 

presenting higher methylation levels in the striatum than in the substantia nigra. The 

differences in methylation status among brain regions observed in our study 

corroborate previous results (KLEIN; JAGER, DE, 2016). 

Kynu can be considered a low CpG promoter (LCP) gene since there are no 

CpG islands in its promoter region, but only sparse CpG dinucleotides, indicating that 

the regulation of this gene may involve other mechanisms besides methylation, such 

as regulatory proteins (HARTUNG et al., 2012). Kynu’s promoter harbors binding 

motifs for different transcription repressor proteins - CCAAT enhancer binding protein 

beta (CEBPB), FOS, GATA3, JUN, JUND, MYC, RUNX3 (UCSC). These proteins are 

encoded by genes with extensive CpG islands in their promoter regions and/or along 

the gene. Thus, in contrast to Kynu, these genes are more likely to be regulated by 

their CpG methylation levels. Although supplementation did not alter Kynu's 

methylation at two representative CpG sites, it possibly altered the methylation of 

repressor protein genes, silencing their expression and consequently, liberating Kynu’s 

promoter region for transcription. A similar scenario may be true for the expression of 

repressor noncoding RNAs (ncRNAs), as microRNAs (miRNA), controlling the 

translation of Kynu’s mRNA in the cytoplasm. As an example, miR-142 down-

regulation has already been correlated with KYNU upregulation in humans (LIU et al., 

2019). Nevertheless, the genes encoding miRNAs that potentially regulate Kynu 

expression in rats do not present CpG islands (UCSC), and miR-142 rat homolog does 

not regulate the Kynu gene (TargetScan). At the same time, the information available 

in the literature and the databases of long non-coding RNAs (lncRNAs) in rats is 

scarce. There is still no evidence that lncRNAs might regulate Kynu in any of the 

consulted databases.  

Based on this, we propose that in a non-pathological scenario, Kynu is possibly 

expressed at baseline levels, as well as the putative repressor protein/ncRNA, which 

is not expressed in sufficient levels to completely suppress Kynu expression (Figure 

6A). However, in the specific context of the rotenone-induced PD model, this repressor 

may have its promoter region hypomethylated, leading to a continuous expression and 

increasing the protein/ncRNA levels, resulting in intense Kynu repression (Figure 6B). 

With folic acid and B12 supplementation, the repressor's promoter region returns to its 



170 
 

 

baseline methylation state or becomes completely methylated, reducing or silencing 

the expression of that repressor and allowing Kynu’s expression (Figure 6C). 

The accumulation of KYN after nigrostriatal rotenone-induced lesion was 

originally reported by Fagotti et al. (2019) through a metabolome analysis indicating 

that KYN is a notable early-phase biomarker of PD since inflammation induces 

enzymes in the kynurenine pathway (FUJIGAKI et al., 2017). 

KYN can be processed by up to three different enzymes, resulting in different 

metabolites: branch of kynurenine aminotransferase (KATs), forming kynurenic acid 

(KYNA); the branch of Kynureninase (KYNU) leading to the formation of Anthranilic 

acid, that could serve as a precursor to the formation of 3-hydroxy anthranilic acid (3-

HANA); the branch of kynurenine 3-monooxygenase (KMO), resulting in 3-

hydroxykynurenine (3-HK), which is processed by KYNU and will result in 3-HANA, or 

can be metabolized by KATs in Xanthurenic acid (Figure 7). KYN tends to be 

preferentially processed by KMO since this enzyme has a high affinity for KYN 

(BENDER; MCCREANOR, 1982; FUJIGAKI et al., 2017). 3-HK, a neuroactive 

metabolite resulting from KYN processing by KMO, has already been observed at high 

levels in the frontal cortex, putamen, substantia nigra (OGAWA et al., 1992) and 

cerebrospinal fluid (CSF) (IWAOKA et al., 2020) of PD patients. As this metabolite can 

be processed by KYNU, low levels of this enzyme may trigger the accumulation of 3-

HK, resulting in a toxic effect due to free radicals, superoxide, and hydrogen peroxide, 

which leads to oxidative damage, neuronal apoptosis, and consequently to 

neurodegeneration (OKUDA et al., 1998; FUJIGAKI et al., 2017; LIM et al., 2017). 

Oxidative stress is known to play one of the leading roles in PD-induced 

neurodegeneration (reviewed in Jiang et al., 2016). Therefore, ways to avoid or reduce 

this process should be urgently evaluated.
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FIGURE 6. EFFECTS OF SUPPLEMENTATION WITH FOLIC ACID AND VITAMIN B12 ON 
KYNURENINASE EXPRESSION. 

 
A - In a non-pathological scenario, Kynu is possibly expressed at normal levels, as well as the 

repressor protein, which does not have sufficient levels to completely suppress Kynu expression. B- In 
a pathological scenario, this repressor may have its hypomethylated promoter region, leading to a 
continuous expression and, increasing the protein levels, resulting in intense Kynu repression. 3-

hydroxykynurenine (3-HK) can be processed by KYNU and low levels of this enzyme may trigger the 
accumulation of 3-HK, resulting in a toxic effect due to generation of free radicals, superoxide, and 
hydrogen peroxide, which leads to cell death. C- With folic acid and B12 supplementation, the DNA 

methylation process is normalized and the repressor's promoter region returns to its standard 
methylation state or becomes completely methylated, reducing or silencing the expression of that 

repressor and allowing for Kynu expression to occur and 3-HK to be processed properly.

 
The influence of the Kynurenine pathway in PD becomes increasingly evident. 

Deregulations in its mechanism, such as the scarcity of fundamental enzymes, can 

lead to the accumulation of neurotoxic metabolites, resulting in a process of 

neurodegeneration. Considering the results obtained in our study, with the 

supplementation of folic acid and vitamin B12, it is possible to consider that a simple 

intervention with these elements may contribute to counteract the neurodegenerative 

process, possibly improving the symptoms of the disease.
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FIGURE 7 – TRYPTOPHAN PATHWAY WITH AN EMPHASIS ON THE KYNURENINE PATHWAY 
(KP) AND KYNURENINASE (KYNU) PARTICIPATION. 

 

The KP accounts for catabolizing 95% of the tryptophan available in the body. In the brain, tryptophan 
is catabolized in formylkynurenine by the action of indoleamine 3-dioxygenase (IDO) and later in 

Kynurenine (KYN) by formamidase. KYN can be processed by three different enzymes, leading to 
different routes. If processed by Kynureninase (KYNU), the formation of anthranilic acid will occur, 

which can later serve as a precursor for the formation of 3-hydroxyanthranilic acid (3-HANA). If KYN is 
catabolized by Kynurenine aminotransferases (KATs), there will be the formation of Kynurenic acid 

(KYNA). Finally, KYN can be processed by Kynurenine 3-monoxygenase (KMO), resulting in 3-
hydroxykynurenine (3-HK), which can be metabolized by KYNU, giving rise to 3-HANA. 3-HAO – 3-

hydroxyanthranilic acid 3,4- dioxygenase; QUIN – acid quinolinic; TDO – tryptophan 2,3-dioxygenase.

 

This research has some limitations. We did not quantify 5hmC, which is an 

intermediate in the demethylation process. Besides, only two CpG sites were 

considered in our Kynu methylation analysis. We did not assess KYNU protein, 3-HK 

metabolite, and homocysteine levels in this study. The levels of gene expression and 

methylation status of possible Kynu repressors have not been evaluated. However, 

our promising results from a validated animal model of Parkinson's disease may 

encourage studies with others PD models, and in future with humans, in order to 

confirm our findings. 
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9.8 CONCLUSION 

 

In our study, we found that a simple intervention with folic acid and vitamin B12 

administration provides clear beneficial effects at molecular and behavioral levels to 

the rotenone model of PD. It not only improved the animals' recognition memory but 

also maintained the synthesis of Kynureninase mRNA, without changing the 

methylation status of two critical CpG dinucleotides in Kynu promoter region. This may 

be related to the restoration of methylation patterns in the promoter region of repressor 

protein/ncRNA genes with a fundamental role in the regulation of Kynu. Our study 

brings the exciting possibility that patients with Parkinson's disease may benefit from 

vitamin B12 and folic acid supplementation, a hypothesis which we suggest as subject 

for future investigations. 
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SUPPLEMENTARY TABLE S2 – PYROSEQUENCING PCR PROTOCOL. 

Reagents [Initial] [Final] 
RNase-Free Water 0 0 
PyroMark PCR Master Mix, 2x 2 1 
CoralLoad Concentrate, 10x 10 1 
MgCl2 (mM) 25 2 
Primer set (nmol) 2.54 0.2 
DNA converted with bisulfite (ng/ul) 20  
Total   

Expected products 
Kynu 167 bp 

We used the PyroMark PCR kit (Qiagen) and evaluated quality of PCR amplification in 1.5% agarose gel 
electrophoresis.

 

SUPPLEMENTARY TABLE S3 – PRIMER SEQUENCE DESIGN FOR Kynu EXPRESSION ANALYSIS. 

Gene Primer 5’-3’Sequence Nt Tm°C %CG bp 

Kynu 
F TCTGTGACAAGCGAGAACCA 20 59.25 50 

113 R TGTAGAGTCGAGTATGGCAGTAAG 24 59.42 45.83 

Actb* 
F TGTCACCAACTGGGACGATA 20 58.37 50 

166 R GGGGTGTTGAAAGGTCTCAAA 21 58.34 47.62 

Hprt1* 
F GCAGACTTTGCTTTCCTTGG 20 57.57 50 

81 R CGAGAGGTCCTTTTCACCAG 20 57.91 55 

* Primer sequences already described by Elfving et al., (2019).

 

SUPPLEMENTARY TABLE S4 – qPCR PROTOCOL. 

Reagents [Initial] [Final] 
Rnase-Free Water 0 0 
GO Taq Master Mix, 2x 2  1  
Primer Forward (uM) 10 10 
Primer Reverse (uM) 10 10 
cDNA (ng/ul) 12.5 12.5 
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SUPPLEMENTARY FIGURE S5 – Kynu METHYLATION LEVELS. 

 
A- Methylation levels of cg1 and cg2 in the analyzed groups in Striatum; B- Methylation levels for cg1 
between analyzed groups and different brain regions; C- Methylation levels for cg2 between analyzed 

groups and different brain regions; R_Sup = rotenone supplemented; R_WS = rotenone without 
supplementation; S_Sup = sham supplemented; S_WS = sham without supplementation. In B and C, 
the striped columns refer to the SN region. No significant differences were found, between the groups.

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S6– Kynu EXPRESSION IN STRIATUM. 

 
There were no significant changes in Kynu expression between groups in Striatum. R_Sup = rotenone 

supplemented; R_WS = rotenone without supplementation; S_Sup = sham supplemented; S_WS = 
sham without supplementation.



186 
 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S7– Kynu EXPRESSION AMONG SUBSTANTIA NIGRA AND 
STRIATUM 

 
There were no significant changes in Kynu expression between the Substantia nigra and Striatum
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10 CONCLUSÕES 
 

Nosso trabalho trouxe importantes contribuições para o entendimento da 

fisiopatologia das DA e DP, apontando para possíveis novos alvos terapêuticos e 

trazendo novas perspectivas para futuros trabalhos.  

Através dos estudos de associação realizados nessa pesquisa, onde buscou-

se a replicação na população Sul-brasileira das associações genéticas à DA 

observadas na população europeia, ficou evidente a influência do background 

genético populacional, visto que grande parte das associações anteriormente 

relatadas em estudos GWAS, não foram replicadas (embora o tamanho amostral 

empregado em nosso trabalho seja muito menor que os utilizados em GWAS). Isso 

ressalta a importância da replicação de associações em diferentes grupos 

populacionais, a fim de se obter futuramente uma medicina mais personalizada e 

inclusiva.  

O nosso estudo foi o primeiro a encontrar associações de alguns dos 

polimorfismos de CR1 com DA, numa população latino-americana. Embora a 

associação com rs6656401, previamente identificada em GWAS, não tenha sido 

validada na nossa população, o rs3849266, até então não investigado para DA, 

encontrou-se associado com a susceptibilidade a DA, quando em haplótipo com 

rs2274567 (CA/CA), evidenciando a importância da investigação de SNPs em regiões 

regulatórias e de análises em haplótipos. Além disso, também observamos o aumento 

de CR1 solúvel (sCR1) no plasma de pacientes de DA, assim como a associação do 

alelo rs2274567*G com o aumento dos níveis de sCR1, que pode estar prejudicando 

a depuração das placas β-amiloides. 

Também ressaltamos a importância da validação funcional, mesmo que in 

silico, de variantes associadas em estudos populacionais, visto que grande parte delas 

não é causal. Dos 18 SNPs relatados como associados à DA na população europeia, 

apenas quatro foram replicados na população sul-brasileira: rs769449 (APOE), 

rs10838725 (CELF1), rs6733839 e rs744373 (BIN1-CYP27C1). Embora haja na 

literatura alguns trabalhos que buscam uma explicação funcional para essas 

associações, nenhum deles havia correlacionado esses polimorfismos ou suas 

variantes em desequilíbrio de ligação (DL) com lncRNAs. Através de intensa 

investigação in silico, observamos que o rs744373 e oito das 54 variantes em DL com 

os SNPs associados encontram-se em regiões de lncRNAs (até então não relatados 
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como associados a DA), podendo alterar sua estrutura e interação com miRNAs. Vale 

ressaltar que o rs429358 (em DL com rs769449), responsável pela isoforma APOE*ε4, 

altera sítios de ligação de miRNA em dois lncRNAs, podendo inclusive resultar em 

alterações conformacionais da estrutura secundária do lncRNA, função ainda não 

relatada para esse polimorfismo. Além disso, 43 variantes em DL com os SNPs 

associados, juntamente com os rs10838725 e rs769449, apresentam efeito eQTL / 

sQTL no cérebro ou sangue total, regulando genes que já foram relatados como 

associados a DA (CELF1, MADD, MYBPC3, NR1H3, NUP160, SPI1 e TOMM40). 

Nosso estudo abre portas para futuras pesquisas com os lncRNAs candidatos e 

investigação do possível papel desses na fisiopatologia da DA. 

Pela primeira vez, evidenciamos a formação de uma maior quantidade de 

NETs no plasma de pacientes sul-brasileiros com DA. Ainda são poucos os trabalhos 

na literatura sobre esse processo na DA. O nosso é o primeiro a discutir a participação 

do sistema complemento no recrutamento dos neutrófilos a regiões de depósitos de 

placas βA, especialmente pela anafilatoxina C5a. Além disso, levantamos a 

possibilidade do envolvimento do CR1 na promoção de NETs, visto que essa molécula 

é associada a DA e recentemente foi associada com um aumento na formação de 

NETs. Nosso trabalho instiga mais estudos focando na interação do sistema 

complemento e NETs e abre novas possibilidades de alvos terapêuticos para DA. 

Através do nosso trabalho com um modelo animal de DP, evidenciamos que uma 

intervenção simples com suplementação de ácido fólico e vitamina B12 pode prevenir 

o comprometimento da memória causado pela rotenona, mantendo a expressão do 

gene Kynu, sem interferir na metilação de dois sítios CpG críticos na região promotora 

do gene, provavelmente mantendo a homeostase das vias dependentes de Kynu. 

Provavelmente, a intervenção preveniu desregulações na via das quinureninas, 

geradas pela escassez de enzimas fundamentais, tais como a KYNU, e que podem 

levar ao acúmulo de metabólitos neurotóxicos, resultando em um processo de 

neurodegeneração. Dessa forma, nossos resultados abrem novas oportunidades de 

investigação dentro da via das quinureninas e da DP. Além disso, reforça a 

possibilidade da suplementação com ácido fólico e vitamina B12 como terapia auxiliar 

para redução de sintomas dos pacientes com DP, embora a replicação nos nossos 

resultados em estudos com outros modelos de DP e posteriormente com humanos 

sejam necessários para sua validação e aprovação. 
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APÊNDICE 1 – COMITÊ DE ÉTICA – AMOSTRAS DE ALZHEIMER 
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 APÊNDICE 2 – APROVAÇÃO DE USO DE ANIMAIS PELO CEUA/BIO - UFPR 
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 ANEXO 1 – MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL (MEEM) 
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 ANEXO 2 – ATIVIDADES INSTRUMENTAIS DE VIDA DIÁRIA (PFEFFER) 
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 ANEXO 4 - ESCALA DE DEPRESSÃO GERIÁTRICA (GDS) 
 

 


