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RESUMO

Estima-se que o aumento na expectativa de vida resulte numa elevacao de
deméncias em 225% até 2050, principalmente doengas neurodegenerativas
esporadicas em individuos com mais de 65 anos. Dentre estas, a doenca de Alzheimer
(DA) e doenga de Parkinson (DP), correspondem as mais frequentes, e ainda carecem
de cura e compreensdao dos mecanismos e fatores etiolégicos envolvidos. A DA
apresenta acumulo de placas B-amiloide (BA) e emaranhados neurofibrilares
extracelulares (ENF), resultando na perda neuronal e atrofia cerebral, causando perda
de memodria e cognicdo. Ja na DP ocorre a perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc) e das proje¢coées do corpo
estriado, além de inclusdes citoplasmaticas de agregados de proteinas insoluveis
(Corpos de Lewy), levando a rigidez muscular e alteragbes do movimento, com
presenca de tremor, e ocasionalmente quadros depressivos e demenciais. Logo, a
investigacao de fatores de risco nessas doengas, ampliando o conhecimento de sua
etiologia e propondo novos alvos terapéuticos, é extremamente urgente. Com este
objetivo, buscamos replicar na populagédo sul-brasileira polimorfismos associados a
DA em populagdes europeias. Também investigamos trés polimorfismos sem relato
prévio de associagao, genotipando até 150 pacientes e 114 controles para 23
polimorfismos ao total (PCR-SSP e iPLEX MassARRAY). Para os polimorfismos
associados, realizamos extensa investigagao in silico para avaliar seu possivel papel
funcional. Adicionalmente, mensuramos o receptor 1 do complemento soluvel (sCR1)
em plasma de pacientes e controles através de ensaio de imunoadsorbancia ligada a
enzima (ELISA). Para avaliar uma das vias da neuroinflamagao, investigamos a
presenca de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) no plasma de pacientes
e controles, através de ELISA. Também investigamos a regulacdo do gene Kynu
(quinureninase da via das quinureninas) em até 22 ratos induzidos a DP, através de
injecdo de rotenona, e 18 ratos sham. Investigamos o padrdo de metilagao de dois
sitios CpG (pirosequenciamento) e a expressdao génica de Kynu (RT-qPCR),
correlacionando os dados obtidos com a analise do teste de reconhecimento de objeto
(RDO), em grupos suplementados ou nao, com acido félico e vitamina B12. Por meio
dos resultados, evidenciou-se a importancia da replicacdo de associacbes em
diferentes populacdes, pois apenas quatro variantes de 20 permaneceram associadas
na populagao sul-brasileira. A analise in silico mostrou que um dos polimorfismos
avaliados, e oito variantes em desequilibrio de ligagéo, encontram-se na sequéncia
de seis longos RNA nao codificadores, até entdo ndao associados a DA. Relatamos a
primeira associagado de polimorfismos de CR7 em uma populagéo latino-americana,
com o rs3849266 formando um haplétipo com rs2274567 (CA/CA), até entdo néo
investigado na DA, destacando a importancia de analises haplotipicas com variantes
em regido regulatéria. Pela primeira vez, evidenciamos a formagdo de NETs em
pacientes sul-brasileiros de DA, discutindo a possibilidade de envolvimento do sistema
complemento no recrutamento dos neutréfilos as placas. Por fim, evidenciamos que
uma intervencao simples com suplementacdo de acido félico e vitamina B12 pode
prevenir o comprometimento da memoria causado pela rotenona no modelo de DP,
podendo esta intervengéo ser cogitada como uma terapia auxiliar para reducéo de
sintomas em pacientes com DP.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer. Doenga de Parkinson. Epigenética.
Neuroinflamacgao. 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 [3-
amyloid plaques (BA) 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-gPCR), 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 INTRODUGAO

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo, estima-se que
deméncias associadas a idade aumentem 225% em numero, de 2010 a 2050
(PRINCE et al.,, 2013). Dentre estas, as doencas neurodegenerativas sao
responsaveis por grande parte dos numeros de casos e afetam normalmente pessoas
acima dos 65 anos (forma esporadica), embora também se expressem em menor
numero de forma precoce (familial). Sua ocorréncia leva a progressivos danos
neuronais, com deterioragcdo gradual das fungdes e controle do sistema nervoso,
apresentando como principal marcador patolégico o acumulo de proteinas
caracteristicas em agregados insoluveis em, ou entre, neurdnios e células gliais
(KWOK, 2010; BRETTSCHNEIDER et al., 2015). Dentre essas doencgas, as de maior
frequéncia na populacao de idosos sdo a doencga de Alzheimer (DA) e a doenga de
Parkinson (DP) (DUTHEY, 2013; DRAOUI et al., 2020).

A DA apresenta como caracteristica neuropatologica principal, o acumulo de
placas da proteina (B-amiloide (BA) e emaranhados neurofribilares extracelulares
(ENF). Este acumulo leva a perda neuronal e atrofia cerebral, desencadeando
quadros de perda de memoria e demais capacidades cognitivas (SMITH, 1999). Esta
doenga apresenta diversos polimorfismos génicos associados, grande parte
encontrados por estudos de associagcdo do genoma total (GWAS) (LAMBERT et al.,
2009, 2013; CRUCHAGA et al., 2013). Dessa maneira, muitas dessas associagdes
nao possuem, até o momento, uma explicagéo funcional dentro da fisiopatologia da
DA. Além disso, varios desses polimorfismos encontram-se em genes envolvidos com
a resposta imune e o processo neuroinflamatério, que esta intimamente relacionado
com a patologia da DA (DU et al., 2018; MORGAN et al., 2019). Recentemente, foi
relatada a formagéo de armadilhas extracelulares pelos neutrofilos (NETs) em cérebro
de pacientes com DA, reforcando ainda mais a importancia da neuroinflamacéao
(ZENARO et al., 2015; PIETRONIGRO et al., 2017). Estudos que elucidem o papel da
neuroinflamacao na DA e desvendem o papel funcional desses polimorfismos sao de
extrema urgéncia e relevancia para a compreensao dessa doenca.

Na DP, ocorre a perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra pars compacta (SNpc) e das projecbes do corpo estriado,
apresentando também inclusées citoplasmaticas de agregados de proteinas

insoluveis (como a a-sinucleina), denominados Corpos de Lewy. Como resultado
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desse processo, observa-se sintomatologia tipica de rigidez muscular, tremor,
bradicinesia e instabilidade postural, além de, em alguns casos, quadros depressivos
e deménciais (LOTHARIUS e BRUNDIN, 2002; MIGLIORE e COPPEDE, 2009;
URDINGUIO et al., 2009; KAPEZINSKI et al., 2011). Diferentes vias metabdlicas tém
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 metabdlito
importante da via, ja associado com outras doengas neuroldgicas (ZWILLING et al.,
2011; LOVELACE et al., 2017; FAGOTTI et al., 2019). Nesse sentido, investigacdes
envolvendo essa via e a sua regulacdo podem auxiliar a elucidar o seu papel na
fisiopatologia da doenca.

Sendo assim, pretende-se replicar polimorfismos génicos associados a DA,
na populacao sul brasileira, assim como investigar o possivel papel funcional dessas
variantes. Considerando a importancia da neuroinflamagao na DA e o recente relato
da presenca de NETs em pacientes, buscamos analisar o seu papel na doenca. Além
disso, procuramos compreender a regulagdo epigenética do gene KYNU (um dos
responsaveis pelo processamento da quinurenina) da via das quinureninas, testando
possiveis alteracbées no mecanismo de regulagdo da expressao génica através da
suplementagao com acido félico e vitamina B12, e verificando o papel desse gene, na

fisiopatologia da DP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE ALZHEIMER (DA)

2.1.1 A doenca e seus aspectos clinicos

A doenca de Alzheimer (DA) (OMIM #104300) é a doenga neurodegenerativa
progressiva mais comum entre idosos, sendo responsavel pela maioria dos casos de
deméncia no mundo (MIGLIORE; COPPEDE, 2009; KWOK, 2010; DUTHEY, 2013;
ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). A DA foi descoberta em 1906 pelo psiquiatra
e neurologista alemao Dr. Alois Alzheimer, que a descreveu como uma “doenca
peculiar do cortex cerebral”’, baseado nas entrevistas e autépsia de sua paciente
Auguste Deter (ALZHEIMER, 1907).

De maneira geral, a sintomatologia nessa patologia corresponde a um
progressivo declinio cognitivo que abrange as areas da memoria, raciocinio,
linguagem, capacidade de aprendizado, além de levar a alteragdes bruscas de humor
e alteragdes visuais. Os sintomas sao resultantes da perda sinaptica e morte neuronal
iniciada na regiao do hipocampo, que progride posteriormente para as demais areas
cerebrais (MIGLIORE; COPPEDE, 2009; DUTHEY, 2013; ASSOCIATION, 2017). O
sintoma inicial e mais comum é a piora gradual na capacidade de lembrar novas
informacdes, o que normalmente leva a primeira procura por orientacdes medicas,
embora pesquisas sugiram que as alteragdes patoldgicas iniciem até 20 anos antes
dos primeiros sintomas (JACK et al., 2009; ASSOCIATION, 2017). E importante
ressaltar que os sintomas de DA podem iniciar e se desenvolver de maneira diferente
entre os individuos (ASSOCIATION, 2017).

Sé&o considerados biomarcadores da doenga o acumulo de fragmentos da
proteina beta-amiloide (BA) (formando as placas BA) no meio extracelular, e o acumulo
dentro dos neurdnios, da proteina tau hiperfosforilada, criando emaranhados
neurofibrilares (ENF do inglés Neurofibrillary Tangles - NFT) (FIGURA 1)
(ASSOCIATION, 2017; ARSHAVSKY, 2020). Considera-se que as placas BA
contribuam para a perda da comunicagao interneuronal (sinapses) e ativagao da
neuroinflamacao, e os ENFs bloqueiam o transporte de nutrientes e demais processos
celulares essenciais dentro dos neurbnios, desencadeando a morte celular
(ASSOCIATION, 2017; OFFRINGA-HUP, 2020; ABEYSINGHE et al., 2020). Os
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cérebros de pessoas com DA em estagio avangado apresentam processo inflamatoério
e encolhimento dramatico de volume, devido a perda celular (HUANG; MUCKE, 2012;
ASSOCIATION, 2017).

FIGURA 1 - BIOMARCADORES DA DOENCA 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 sédo considerados como de risco ou protetivos
ao desenvolvimento da DA. A idade avangada, histérico familiar e genética’, doengas
cardiovasculares e do metabolismo (como hipertensado, diabetes, dislipidemias e
obesidade), traumatismo cranianos e escolaridade baixa, s&o considerados fatores de
risco que podem levar a um aumento na susceptibilidade a DA. Ja o engajamento
social e cognitivo com niveis de escolaridade altos, sdo considerados protetivos
(FROTA et al., 2016; LANE et al., 2018; ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020).

Com mais de um século desde sua descoberta, ainda ndo ha cura para DA e
sua etiologia ainda ndo € completamente elucidada, levando a diversas hipéteses
sobre seu surgimento, que de maneira geral, ndo sdo excludentes entre si. Nessa
revisao bibliografica, focaremos nas hipoteses da cascata amiloide (devido a geragao
das placas BA), metabdlica e neuroinflamatéria, pois sdo as que apresentam o
envolvimento dos produtos dos genes e mecanismos analisados experimentalmente

nesse trabalho.

' Fatores genéticos envolvidos na DA serdo detalhados no item 2.1.5 dessa tese.
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2.1.1.1 Hipotese da cascata amiloide

A amiloidogénese € um mecanismo que ocorre em situagdes normais no
cérebro, sendo considerado um processo neuroprotetor. Porém, quando ha o acumulo
excessivo ou problemas na depuracado extracelular dos peptideos BA, ocorre um
processo patolégico (FROTA et al., 2016). Postulada no inicio da década de 90
(HARDY; HIGGINS, 1992), a hipétese da cascata amiloide explica a formagéo das
placas BA e considera que a deposicao de peptideos BA constituem o gatilho inicial
da doencga, sendo que a formagao de ENFs, morte celular e deméncia seriam
consequéncias desse processo (KWOK, 2010; REITZ, 2012).

Os peptideos BA sao resultantes do processamento da proteina precursora
amiloide (PPA/APP), a qual aparenta ter fungdes fisioldégicas fundamentais na
neuroplasticidade (FALCO et al., 2015). A APP é uma proteina integral de membrana
do tipo 1, que contém um peptideo sinal amino-terminal, um grande ectodominio com
sitios para N-glicosilagdo, uma unica hélice de membrana e um dominio
citoplasmatico curto (SCHONROCK et al., 2012). Em humanos, a proteina expressa
pode ser resultante de trés isoformas (695 / 751 / 770), sendo que em neurdnios, a
isoforma predominante € a 695 (SCHONROCK et al., 2012; CANOBBIO et al., 2015).
Essa proteina pode ser processada através da via ndo amiloidogénica ou
amiloidogénica. No processamento ndo amiloidogénico, a APP é processada pela a-
secretase, gerando a APPa soluvel e um fragmento C83-terminal, que posteriormente
sera processado pela y-secretase, originando o fragmento P3. Ja no processamento
amiloidogénico, a APP é processada primeiramente pela B secretase (BACE1),
originando APPf soluvel e um fragmento C99-terminal. Esse fragmento € novamente
processado, agora por um complexo y-secretase, resultando em um mondmero BA e
um fragmento AICD (dominio intracelular da APP), que sera clivado por caspases,
gerando o fragmento C31-terminal. O local de clivagem utilizado pela y-secretase na
via amiloidogénica determina se as espécies de BA serao predominantemente BA40
ou PBA42 (que correspondem as espécies mais agregadas e neurotdxicas).
Posteriormente, ha agregacdo dos mondmeros em oligbmeros, 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 GERAGAO DAS
PLACAS

4 SAPPB AB protofibrils AP fibrils Plaques
=

AB monomer

AP oligomers

Cell
Membrane

MR

APP APP APP I
695 751 770 €99
Caspase

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

Intracellular

Diversos autores demonstraram que nas formas familiares da doenca, ha
mutacdes no gene da APP, das preselinas 1 (PSEN1T) e 2 (PSEN2), que codificam o
complexo y-secretase envolvido na produgdo de BA?, reforcando a ideia dessa
hipotese (HEPPNER et al., 2015).

2.1.1.2 Hipotese metabdlica e vascular

Do ponto de vista metabdlico, o cérebro humano € um dos 6rgdos mais ativos
do corpo, necessitando de um alto suprimento de glicose para produg¢ao de energia e
execucgao de suas fungdes (FALCO et al., 2015). Pacientes com DA apresentam uma
reducao na taxa metabdlica de glicose em areas regionais do cérebro, particularmente
no cortex cingulado posterior, no giro parahipocampal e nas areas occipitais,
sugerindo vias neurofisioldgicas comuns de degeneragao (MOSCONI et al., 2003; YIN
et al., 2016), sendo que essas alteragées podem ocorrer décadas antes dos primeiros
sintomas (FROTA et al., 2016). Além disso, varios autores ja demonstraram que a
insulina é importante no processamento da memoria, sendo capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE) e ser produzida constitutivamente no cérebro.

Pacientes com DA apresentam uma reducao nos niveis de insulina, assim como uma

2 A relagdo com as associagdes genéticas serdo detalhadas no item 2.1.5 dessa tese.
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menor disposicdo de receptores especificos para insulina no tecido cerebral. Este
quadro pode ser revertido por intervengao farmacoldgica, 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 musculo liso vascular, glia e neurdnios, sendo responsavel por
controlar a permeabilidade da BHE e o fluxo sanguineo cerebral, mantendo a
composi¢cado quimica adequada do ambiente neuronal (ZLOKOVIC, 2011). Diversas
alteracdes vasculares ja foram relatadas como comuns na DA, tais como a diminuigéo
na densidade da microvasculatura, espessamento da membrana basal, alteragcdes
endoteliais, alteragdes inflamatérias vasculares com presenga de placas
ateroscleroticas, além da angiopatia amiloide (FROTA et al., 2016). Segundo alguns
pesquisadores, a DA pode ser iniciada por disfuncdes vasculares que precedem e
promovem o processo neurodegenerativo. Dessa forma, os pacientes com DA
apresentam riscos aumentados de acidente vascular cerebral (AVC) hemorragico ou
isquémico (ZLOKOVIC, 2011; CANOBBIO et al., 2015).

Dentre os principais fatores de risco para DA encontram-se a hipertensao,
diabetes e a obesidade, que sao condigbes 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
esporadica do Alzheimer é o APOES3, responsavel pelo transporte de lipidios e
colesterol no cérebro (YAMAZAKI et al., 2019).

Considerando as informagdes acima, acredita-se que sindromes metabdlicas,
apresentam uma participagao significativa no surgimento e / ou desenvolvimento do

Alzheimer.

2.1.1.3 Hipdtese da neuroinflamacéao

O processo de neuroinflamacao surge como uma tentativa do organismo de
resolver ou delimitar o quadro patolégico no local, porém, quando desregulado, acaba
levando a um agravamento no cenario, podendo resultar em uma inflamacéo crénica
(WYSS-CORAY; ROGERS, 2012; KLOSKE; WILCOCK, 2020). Sabe-se que

peptideos BA, podem ativar a resposta inflamatéria 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). Ja
foi relatado que pacientes com comprometimento cognitivo leve (CCL) apresentam
alteragdes inflamatorias, o que sugere que a ativagao do sistema imunolégico precede
a deposicao de BA (TARKOWSKI, 2003; BROSSERON et al., 2014). Recentemente,
diversos genes ligados ao sistema imunologico foram associados a DA, corroborando
a importancia e envolvimento da neuroinflamacao na doenca (LAMBERT et al., 2013;
KARCH; GOATE, 2015).

Nesse sentido, essa hipbtese propde a neuroinflamagdo como a causa da,
embora ainda nao se sabe ao certo se de fato € a causa ou consequéncia dessa
patologia, embora, sem duvida, tal processo certamente contribui bastante para o
surgimento e a progressao da DA (KLOSKE; WILCOCK, 2020).

2.1.1.3.1 O sistema complemento

O sistema complemento (SC) € parte da imunidade inata, sendo considerado
peca chave na defesa do organismo contra infecgbes e danos, desempenhando um
importante papel na homeostase do organismo e protec¢ao do sistema nervoso central
(SNC) (RICKLIN et al.,, 2010; MERLE et al., 2015; LEE et al., 2019). Tal sistema
consiste em uma cascata enzimatica com a participacdo de mais de 50 proteinas e
glicoproteinas circulantes, assim como receptores e reguladores soluveis ou de
membrana (LEE et al.,, 2019). Estes podem desempenhar variadas fungdes, tais
como: detectar e eliminar corpos estranhos, remover complexos imunes e restos
celulares, estabelecer uma conex&do entre as respostas imune inata e adaptativa
(DUNKELBERGER; SONG, 2010; RICKLIN et al., 2016; GIALELI et al., 2018).

A ativacdo do SC resulta em uma cascata proteolitica, que pode ocorrer
através de trés vias distintas: classica, das lectinas e alternativa. A ativagdo da via
classica pode ocorrer pela interagdo do componente C1q com complexos imunes
(antigeno-anticorpo) ou moléculas nao-imunes (polissacarideos bacterianos, DNA,
RNA, fungos e virus, entre outros). Sdo participantes dessa via: complexo de
reconhecimento C1q, associado as serina proteases C1r e C1s; os componentes C4,
C2 e C3, além dos componentes C5-C9 necessarios a formagao do complexo final de
ataque a membrana (MAC). Na via alternativa, a ativagao pode ocorrer pela interagao
direta com a superficie de células microbianas, entre outras substancias bioldgicas,

levando a hidrdlise de C3 (que também pode ser espontanea) e deposicdo 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 apds uma cascata de reagdes levardo a formagéo do MAC.
A via das lectinas ¢ ativada pela ligagao da lectina ligante de manose (MBL), ficolinas
(FCN 1, 2 ou 3) ou colectina 11 (COLEC11) a residuos especificos de carboidratos ou
residuos acetilados, presentes na superficie do patégeno ou de células alteradas,
resultando na autoativacdo de MASP-1 e a transativagcdo de MASP-2, levando a
ativagao de C4 e C2, formagao de C3 convertase e MAC (DUNKELBERGER; SONG,
2010; RICKLIN et al., 2010, 2016; MERLE et al., 2015; LEE et al., 2019) (FIGURA 3).
E importante ressaltar que a ativagdo da cascata do complemento pode resultar no
recrutamento de células inflamatdrias, fagocitose e lise celular, e a sua desregulagéao
pode levar ao ataque das células préprias, gerando dano tecidual e doencgas
inflamatadrias crénicas (RICKLIN et al., 2016).

Sabe-se que as placas BA sao potentes ativadores do sistema complemento,
o0 qual ja se mostrou completamente ativado na DA, levando a producdo de
anafilatoxinas e promovendo um quadro maior de inflamagdo (MCGEER et al., 2016).
Além disso, diversas moléculas do SC ja 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
etal., 2018) e C1q (MCGEER et al., 2016; LIAN et al., 2016; DEJANOVIC et al., 2018).
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FIGURA 3 - VIAS DE ATIVAGAO DO SISTEMA COMPLEMENTO.
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CARPANINI et al., 2019.
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2.1.1.3.2 Células envolvidas no processo de neuroinflamacéo na DA

Os protagonistas na produgado de mediadores inflamatdrios no cérebro sao a

microglia e os astrocitos, que podem liberar citocinas pré ou anti-inflamatorias,

dependendo do estimulo 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 REMOGAO DE PLACAS BA E ATIVACAO DO PROCESSO
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NOTA: Embora a figura represente a neuroinflamac¢ao de modo superficial, & possivel compreender o
papel das células da glia, na depuragéo das placas. O peptideo 3-amiléide (BA) é formado dentro de

compartimentos intracelulares (o reticulo endoplasmatico, aparelho de Golg

i e endossomas) ou pode

entrar em varios tipos de células através da proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa

densidade. A apolipoproteina E (APOE) e a2- macroglobulinas (a2M) sao

acompanhantes nesse

processo na génese das placas extracelulares. A microglia pode fagocitar as BA. Os astrdocitos
também participam da eliminagao de BA por meio da internalizagdo mediada por receptores e
facilitam a transferéncia de BA para fora do SNC através da circulagdo. Microglia e astrocitos séo
recrutados e estimulados na DA para liberar citocinas pro-inflamatérias e reagentes de fase aguda.
Receptores para moléculas de produtos finais de glicagdo avangada (RAGE) transduzem efeitos
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toxicos e inflamatérios do BA extracelular e medeiam o influxo de BA vascular. O meio inflamatério
provoca alteracdes neuriticas e quebra da barreira hematoencefalica. Além das reagcdes mediadas
por células, a depuracao de BA ocorre por meio de protedlise enzimatica, principalmente por meio da
neprilisina (Nep) e da enzima degradante da insulina (IDE). Os oligdbmeros BA bloqueiam a fungéo do
proteassoma, facilitando o acimulo de tau intracelular e o acimulo de BA em "agrossomos". FONTE:
QUERFURTH & LAFERLA, 2010

A micréglia desempenha um dos principais papeis dentro da neuroinflamacéo,
sendo responsavel por detectar e remover fatores externos ao cérebro (padrdes
moleculares associados a danos ou DAMPs e a patdogenos ou PAMPSs),
estabelecendo a homeostase do ambiente (WYSS-CORAY; ROGERS, 2012). Na DA,
a microglia reconhece as placas BA 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 acumulo de BA intracelular, pode ocorrer a morte celular, resultando no
recrutamento de mais microglia para a regido e aumentando o processo inflamatério,
seja pelo acumulo de células ou pela liberagao de citocinas pro-inflamatérias, como o
fator de necrose tumoral a (TNFa), interleucina 1B (IL-1B), entre outros que podem
levar a danos teciduais, como quimiocinas, proteinas do complemento e éxido nitrico
(CZIRR; WYSS-CORAY, 2012; KLOSKE; WILCOCK, 2020).

Aparentemente, nos estagios iniciais da DA, a microglia possui os receptores
para o reconhecimento de BA, assim como as enzimas necessarias para seu
processamento. No entanto, com o avango da doencga, os receptores e enzimas de
degradacéo sao significativamente reduzidos. Este processo decorre de uma resposta
ao aumento de citocinas inflamatorias (BOLMONT et al., 2008; HICKMAN et al., 2008).
Todo esse processo de ativagao, fagocitose e recrutamento de novas células, pode
resultar na formagcao de inflamassomas, aumentando ainda mais a expressao de
citocinas inflamatérias e deposigcdo de placas BA (YIN et al.,, 2016; KLOSKE;
WILCOCK, 2020).

Em um cérebro saudavel, os astrocitos sdo responsaveis pela manutencao de
nutrientes e de um ambiente favoravel para os neurdnios, secretando e reciclando
neuro transmissores, proporcionando a homeostase de ions (como por exemplo, 0s
niveis de calcio e potassio), 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 sao ativadas,
perdendo sua capacidade de entrega de nutrientes e passando a liberar citocinas,

aumentando a toxicidade neuronal. Além disso, estudos recentes sugerem que a



33

microglia, quando ativada, pode ativar os astrocitos, retroalimentando um ciclo
prejudicial de neuroinflamacao (LIDDELOW et al., 2017).

Além da micréglia e dos astrocitos, outras células do SNC podem participar
do processo de neuroinflamacdo. Oligodendrécitos sdo responsaveis pela formagao
da bainha de mielina no SNC, sendo criticos para a velocidade da neurotransmisséo.
Sabe-se que oligodendrdcitos podem ser alvos de respostas imunes, como ja
observado no caso da esclerose multipla (WYSS-CORAY; ROGERS, 2012). Além
disso, sabe-se que tais células sdo imunorreativas a componentes do sistema
complemento (C1q, C1s, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8 e C9), sugerindo que essas
podem ser fontes primarias para niveis significativamente aumentados de
complemento em regides patologicamente vulneraveis do cérebro com DA
(HOSOKAWA et al., 2003).

Embora ndo haja muitos trabalhos focando no papel dos neurbnios na
neuroinflamacéo, esses também sao sugeridos como envolvidos nesse processo,
levando a um aumento na expressdo e consequente producdo de moléculas pro-
inflamatdrias. Isto exacerbaria as reagdes locais, resultando em sua propria destruicao
(AHMAD et al., 2019).

Além disso, atualmente sabe-se que embora o SNC tenha sido até entao,
considerado um local imunologicamente privilegiado e relativamente isolado, a
inflamacao periférica pode exacerbar o ambiente inflamatério do cérebro e contribuir
para a neuroinflamacgé&o cronica e neurodegeneragao (CZIRR; WYSS-CORAY, 2012;
WHITTINGTON et al., 2017). Dessa maneira, células e componentes do processo
inflamatdrio periférico, podem desempenhar papeis importantes no desenvolvimento

da neurodegeneracao.

2.1.1.3.3 Formacgao de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETSs)

Neutréfilos correspondem a cerca de 70% dos leucécitos disponiveis no
sangue e fazem parte da primeira linha de defesa do organismo contra a invasao de
patdgenos, além de serem capazes de reconhecer DAMPs e PAMPs (DONG et al.,
2018; BONT, DE et al.,, 2019). Dessa maneira, sdo importantes mediadores da
inflamacdo e podem ser recrutados para o local da inflamagao por citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias, 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, degranulacdo, producao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
e a extrusdo de NETs, que pode levar a morte celular por NETose (DONG et al., 2018).
A formacado de armadilhas extracelulares pelos neutréfilos (NETs — do inglés
neutrophil extracellular traps) acarreta em mudangas dramaticas na morfologia celular,
levando a extrusao da cromatina descondensada no ambiente extracelular, formando
estruturas em forma de rede, decoradas com histonas citrulinadas e proteinas
granulares de acao antimicrobica, tais como elastase neutrofilica (NE),
mieloperoxidase (MPO), proteinase 3, catepsina G, lactoferrina, metaloproteinase 9
de matriz (MMP-9), proteinas de reconhecimento de peptidoglicano, pentraxina e LL-
37 (FIGURA 5), que levam a contencédo do patdgeno no local, assim como a sua
destruicdo (PIETRONIGRO et al., 2017; BONT, DE et al., 2019). De maneira geral, a
formagao de NETs é letal para os neutrofilos, porém recentemente tem sido descrito
a formacdo de NETs pela via “vital’, que se utiliza do material genético das
mitocdndrias para a formagdo das NETs, aumentando a sobrevida dos neutrdfilos
(BONT, DE et al., 2019).

FIGURA 5 - FORMACAO DAS NETS.
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NOTA: a imagem representa o extravasamento da cromatina do interior do nucleo do neutrofilo,
contendo histonas, mieloperoxidase (MPO), catepsina G, elastase, enredando o patégeno e
facilitando a sua destruicdo. FONTE: Adaptado de MIYATA & FAN, 2012.
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As NETs sao degradadas por DNases presentes no plasma e na sequéncia,
eliminadas pelos macréfagos. A resolugéo das NETs € de extrema importancia, visto
que podem resultar em um quadro inflamatério cronico e oclusdo de vasos
sanguineos, gerando danos teciduais e surgimento de doengas autoimunes (BONT,
DE et al., 2019).

2.1.1.3.4 NETs no Alzheimer

O cérebro é protegido pela BHE, que evita com eficiéncia a infiltracdo de
células imunes circulantes e minimiza o influxo de proteinas plasmaticas do sangue
(VEERHUIS et al., 2011) Apesar disso, pacientes e modelos de DA apresentam
neutréfilos em vasos sanguineos e no parénquima cerebral (BAIK et al., 2014;
ZENARO et al., 2015), o que possivelmente decorre da disfuncédo da integridade da
BHE, ja relatada na DA (revisto por PIETRONIGRO et al., 2017). Recentemente,
Zenaro e colaboradores (2015) identificaram a presenga de NETs no cérebro de
pacientes com DA e modelo animal de Alzheimer. Posteriormente, Dong e
colaboradores (2018) relataram a presenga de NETs no soro de pacientes com DA.

As placas BA podem ser reconhecidas como DAMPs, levando a ativagao de
células gliais, tais como a micrdoglia e astrécitos, resultando na liberagéo de citocinas
pré-inflamatérias e moléculas do complemento, com posterior recrutamento de
neutréfilos (BAIK et al., 2014; PIETRONIGRO et al., 2017; BONT, DE et al., 2019).
Além disso, existem indicios de que o reconhecimento das placas BA como DAMPs
induz a expressao de moléculas de adeséo endotelial, incluindo ICAM-1 em células
endoteliais do cérebro, sugerindo que BA pode desempenhar um papel na ativagao
endotelial e na adesé&o intravascular de neutrofilos na DA (revisto por PIETRONIGRO
et al., 2017). Quando no parénquima cerebral, os neutréfilos sado ativados por
mediadores inflamatoérios potencialmente liberados pelas células gliais e produzem
NETs. Estas podem ativar ainda mais as células gliais e danificar os neurdnios
circundantes (FIGURA 6) (revisto por PIETRONIGRO et al., 2017).
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FIGURA 6 - POSSIVEIS EFEITOS DA PRODUGAO DE NETs NA DA.

]

Transmigracao

BHE

S L
de neutrofilos
[
L]
k "7
-]
. -
inf' iltragdo de
neutrofilos Ativacdo da
‘ microglia LY
7 °
L -
e Y i NETs
L ] = intraparénquimais
Q - &
L]
i »

l Quebra da /

Dano
neurcnal

NOTA: As placas BA e outros DAMPs, assim como fatores pro-inflamatérios levam a ativacéo das
células endoteliais cerebrais, induzindo a suprarregulacdo de moléculas de adesao e quimioatraentes
nessas células. Isso permite a aderéncia de neutrdéfilos circulantes a células endoteliais, por meio da
ligacao entre o antigeno associado a fungédo linfocitaria (LFA-1) 2 integrina a molécula 1 de adeséao
intercelular (ICAM-1) e seu extravasamento para o cérebro. Os quimioatraentes na superficie do
endotélio podem ativar as integrinas 2 via sinalizagao por receptores de sete passagens
transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs). Os neutrofilos que aderem a parede do vaso
produzem NETSs intravasculares, potencialmente com a contribuicdo de plaquetas ativadas,
provavelmente através da ligacdo entre o receptor LFA-1 do neutroéfilo e os receptores ICAM-2 das
plaguetas ICAM-2. A formagao de NETs induz a produgéo de citocinas pré-inflamatérias e trombina,
contribuindo para a perda da integridade da barreira hematoencefalica. Os neutréfilos no parénquima
cerebral sdo ativados por mediadores inflamatérios potencialmente liberados pelas células gliais e
produzem NETSs, que podem ativar ainda mais as células gliais e danificar os neurdnios circundantes.
FONTE: Adaptado de PIETRONIGRO et al., 2017
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Embora ndo tenha sido muito explorado até entdo na DA, sabe-se que o
sistema complemento pode estar intimamente relacionado com o recrutamento de
neutréfilos e formagao das NETs. Segundo a revisao feita por Bont et al. (2019), as
proteinas do sistema complemento, quando ativadas, podem estimular a formagéao
das NETs, e estas por sua vez, podem servir de plataforma de ativagao para o sistema
complemento, intensificando a resposta inflamatdria. Alguns estudos demonstraram
que ha uma sinergia na sinalizagao entre C5a-C5aR1 e receptores semelhantes a Toll
(TLR), levando a ativagao de fagocitos na periferia, exacerbando a resposta pré-
inflamatdria e a producao de niveis prejudiciais de citocinas inflamatorias (revisto por
TENNER et al., 2018). Além disso, quando os neutréfilos sao ativados por Cb5a, a
indugao de formagéo de NETs é exacerbada (BONT, DE et al., 2019). Em um trabalho
realizado com o intuito de avaliar a influéncia do sistema complemento na formacao
de NETs em resposta a bactérias, verificou-se que a opsonizagdo promovida pelo
complemento ndo apenas induz a fagocitose, mas também promove a liberagao de
NETs. Neste processo,CR1 aparentemente desempenha um papel dominante, pois
um antagonista de CR1 ndo apenas impediu a deteccdo das particulas opsonizadas
por C3b, como também foi associado a um decréscimo na concentragcdo de NETs
(PALMER et al., 2016). Além disso, foi observado que o CR1 presente na membrana
de neutrdfilos, quando ligado a C3b fixada a IgG, induz a alteragdo nos eventos de
transducao de sinal ligados a receptores Fc, levando a liberacdo de mieloperoxidase
e geracdo de acido hipocloroso (SAMBANDAM; CHATHAM, 1998), o que poderia
possivelmente levar preferencialmente a formagéao das NETSs, ao invés da fagocitose.
Sabe-se que polimorfismos de CR1 estdo associados com a DA (LAMBERT et al.,
2009). Considerando a presenca de NETs na DA, uma investigagcao da relagao entre
CR1 e NETs pode ser esclarecedora.

Sabe-se que as NETs precisam ser degradadas pelas DNases para evitar o
continuo estimulo inflamatoério e dano tecidual. Curiosamente, ha um relato clinico de
um paciente de DA em estagio avancado, que foi tratado com DNase | e teve uma
melhora cognitiva (TETZ; TETZ, 2016). Uma das hipéteses levantadas é que a DNase
| tenha agido dissolvendo as NETs presentes no cérebro, reduzindo o quadro
inflamatorio, porém sédo necessarios mais estudos investigativos quanto ao papel da
DNase | na DA e sua relagdo com as NETs, para corroborar essa hipdtese
(SMALHEISER, 2019).
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2.1.2 Epidemiologia

Com o aumento da expectativa de vida da populagédo, estima-se que
deméncias associadas a idade aumentem cerca de 225% em numero, de 2010 a 2050
(FIGURA 7) (PRINCE et al., 2013; HEBERT et al., 2013). Os custos da deméncia para
a sociedade s&o muito elevados, sendo estimados em 1 trilhdo de dodlares,
globalmente (INTERNATIONAL, 2019). A DA é a causa mais comum de deméncia,
sendo responsavel por 60 a 80% dos casos (ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020).
Atualmente, nos Estados Unidos (EUA) ha cerca de 5,8 milhdes de casos (FIGURA
8), sendo que a estimativa € que até 2050 a prevaléncia da DA em pessoas acima de
65 anos alcance 13,8 milhdes, apenas nos EUA (ALZHEIMER’S-ASSOCIATION,
2020). Embora os dados para o Brasil sejam escassos, a prevaléncia de DA e outras
deméncias até 2016 foi de 1.691.024 de casos (NICHOLS et al., 2019). Além disso, a
incidéncia 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 NUMERO DE CASOS DE DOENGA DE ALZHEIMER NOS
ESTADOS UNIDOS DA AMERICA (USA) ATE 2050.

Projeg¢do do niimero de pessoas com 65 anos ou mais na populagéo do Estados Unidos com Deméncia de Alzheimer de 2010
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FONTE: Adaptado de ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020.
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FIGURA 8 - PERCENTUAL DE AFETADOS PELA DA POR FAIXA ETARIA EM 2020 NOS USA.

Nidmero e idade de pessoas com 65 anos ou mais com a
Deméncia de Alzheimer em 2020 nos Estados Unidos
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FONTE: Adaptado de ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020.

Existe uma disparidade de pesquisas com DA entre populagdes humanas,
sendo que que grande parte € realizada com a populagao europeia ou asiatica, sendo
que grupos como negros / Afro-americanos , Hispanicos / Latinos, Asiatico-
Americanos / llhas do Pacifico e Nativos Americanos, sao sub-representados, o que
dificulta determinar se a DA apresenta uma incidéncia maior em determinado grupo
(ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020).

A DA apresenta uma clara diferenca de incidéncia e prevaléncia entre os
sexos, sendo duas vezes mais frequentes em mulheres (2:1 mulheres / homens). De
maneira geral, homens e mulheres apresentam diferenga nos sintomas, sendo que
mulheres apresentam um declinio cognitivo e uma atrofia cerebral mais rapida apés o
primeiro diagndstico, o que pode ser parcialmente explicado por diferencas
especificas da morfologia cerebral entre os sexos, além das alteracbes hormonais
pés-menopausa (MIGLIORE; COPPEDE, 2009; FERRETTI et al., 2018).

2.1.3 Fisiopatologia

Anatomicamente, a DA € -caracterizada por uma atrofia cortical,
particularmente no lobo temporal e na formagao hipocampal, resultando em um
aumento nos sulcos e fissuras corticais, com a consequente reducdo dos giros
(FIGURA 9). Inicialmente, as areas mais prejudicadas sao as corticais limbicas,
paralimbicas e do cortex de associagdo, com uma ligeira preservacao dos cortices

primarios. Com essa distribuicdo do processo patologico, o quadro clinico inicial é
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caracterizado pelas alteragdes cognitivas e comportamentais, levando a um
comprometimento motor e sensorial apenas no estagio mais grave da doenca
(BRAAK; BRAAK, 1991; CARAMELLI; BARBOSA, 2002; WALSH; SELKOE, 2004;
LANE et al., 2018; DETURE; DICKSON, 2019).

FIGURA 9 - COMPARAGAO ANATQMICA ENTRE ENCEFALO DE PACIENTE COM DA E
INDIVIDUO SEM A PATOLOGIA
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O encéfalo de um paciente com DA pode mostrar alargamento nos espacgos dos sulcos e
estreitamento dos giros em comparagdo 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 ventriculos laterais,
conforme destacado pelas setas maiores. FONTE: DETURE & DICKSON, 2019.

A DA apresenta dois tipos de lesdes neuropatolégicas: (1) a presenga de
placas BA localizadas na regiao extracelular, sendo essas derivadas da clivagem
proteolitica da APP*; e (2) formacéo de ENFs na parte intracelular, resultantes de uma
hiperfosforilagdo da proteina tau, levando a uma desestabilizagdo dos microtubulos,
desorganizagao do citoesqueleto, entrega de nutrientes inadequada e consequente
morte celular (BRAAK; BRAAK, 1991; BRETTSCHNEIDER et al., 2015). Dessa
maneira, ao observar microscopicamente a regiao cerebral afetada, observa-se uma
reducdo nos numeros de neurdnios e sinapses, possivelmente decorrente do acumulo

desses biomarcadores. As placas BA tendem a se acumular principalmente na regiao

4 O processo de formacao das placas é comentado em detalhes no item 2.1.1.1 — Hip6tese da cascata
amiloide.



41

cortical, e em alguns nucleos subcorticais, e em torno de vasos sanguineos, podendo
ser difusas, neuriticas ou atréficas. Também podem ser observados microglia e
astrécitos reativos (DETURE; DICKSON, 2019).

Recentemente, observou-se que tanto AB, quanto a proteina tau, podem
apresentar diferentes variantes conformacionais, levando a niveis variados de
neurotoxidade (BRETTSCHNEIDER et al., 2015).

Embora sejam considerados biomarcadores de DA, as placas BA e ENFs nao
sao exclusivos da doenca, podendo ocorrer naturalmente durante o envelhecimento
(porém em niveis muito menores) e em outras deméncias. Além disso, € importante
ressaltar que os critérios neuropatoldgicos sdo os mesmos para as formas familiais e
esporadicas de DA (FROTA et al., 2016).

2.1.4 Diagndstico e tratamento

Anteriormente, o diagnostico de DA s6 era confirmado apds a analise da
autopsia cerebral com a presenca das placas BA e os ENFs, resultando em um longo
periodo de incerteza para a pessoa e seus familiares. Cerca de 30% dos diagndsticos
eram considerados falsos positivos (ALZHEIMER EUROPE, 2016).

Atualmente, ha um novo modelo de diagndstico, que considera o Alzheimer
como um continuum, no qual a definicdo de DA foi estendida para abranger todo o
espectro da doenga, incluindo a pré-deméncia (DA pré-clinica e prodrédmica ou
comprometimento cognitivo leve (CCL, do inglés Mild Cognitive Impairment - MCI)
devido a DA) até fases de deméncia, levando em consideragédo os biomarcadores da
doenca e o diagnostico clinico. Dessa maneira, o diagndstico pode ser estabelecido
sem a necessidade de autopsias (FIGURA 10) (DUBOIS et al., 2010, 2015;
ALZHEIMER EUROPE, 2016; ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020). Sendo assim, o
termo DA abrange todo o espectro da doenga, e o termo “Deméncia de Alzheimer”,
esta relacionado apenas com um dos estagios presentes dentro do espectro
(ASSOCIATION, 2017).
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FIGURA 10 - DIAGNOSTICO DA DOENGA DE ALZHEIMER COMO UM CONTINUUM

— Deméncia —|

ocasionada pela DA

DA Pré-clinica CCL devido DA Moderada

Sem sintomas Sintomas leves que Sintomas que Sintomas que Sintomas que
ndo intererem na intererem em intererem em muitas intererem na maioria
atividade da vida algumas atividade da atividade da vida das atividade da vida

diaria vida diéria didria didria

*Comprometimento cognitivo leve (CCL)

FONTE: Adaptado de Alzheimer’s Association, 2020.

Na fase pré-clinica, os pacientes apresentam alteragdes cerebrais
mensuraveis que indicam os primeiros sinais da DA (niveis anormais de BA e
diminuicao do metabolismo da glicose), mas ainda ndo apresentam sintomas (como a
perda de memoéria, por exemplo), pois o0 cérebro encontra mecanismos
compensatérios. E importante ressaltar que nem todos os individuos com presenca
de biomarcadores da DA desenvolvem necessariamente CCL ou deméncia
(ALZHEIMER’S-ASSOCIATION, 2020).

Ja no estagio de CCL devido a DA, ha evidéncias de alteragdes nos
biomarcadores da doenga e problemas sutis de cogni¢do, tais como alteragbes de
memoria e pensamentos, sendo perceptiveis as pessoas proximas, mas nao
interferem na capacidade de realizagdo de atividades cotidianas. Nesse estagio, o
cérebro ja ndo consegue compensar os danos resultantes da morte celular (DUBOIS
et al.,, 2010, 2015; ALZHEIMER EUROPE, 2016; ALZHEIMER’S-ASSOCIATION,
2020).

O estagio de deméncia devido a DA pode ser subdivido em trés sub
categorias: leve, moderado e severo. A progressao por esses estagios, assim como
os sintomas apresentado em cada um deles, varia de acordo com o paciente, mas de
maneira geral essa fase é caracterizada pelos disturbios perceptiveis de meméria,
julgamento e humor, levando a dificuldades de relacionamento e execugdo das

func¢des da vida diaria, somado a alteragdes 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 diagndstico de DA, ndo ha apenas um teste ou exame em especifico,
mas sim um conjunto de ferramentas, que envolvem histérico familiar e anamnese
detalhada, testes cognitivos, exames fisicos, bioquimicos genéticos e neurologicos
associados a diagnéstico por imagem, a fim inclusive de excluir outras possiveis
doengas que possam levar ao quadro demencial (ASSOCIATION, 2017).

De maneira geral, sdo considerados os estagios determinados na escala de
Braak (BRAAK; BRAAK, 1991), correlacionando os sintomas clinicos de deméncia
com a distribuicdo dos ENFs no cérebro (FALCO et al., 2015). Nessa escala, os
estagios sao definidos como | e Il quando ha presenga de ENFs principalmente na
regido transentorrinal, levando a niveis de cognigdo normais ou levemente afetadas;
[l e IV quando ha presenca de ENFs também nas regides limbicas, resultando em
prejuizos cognitivos leves a moderado (Il - confusdo e perda de memoaria, problemas
com tarefas cotidianas, mudangas na personalidade e na capacidade de julgamento;
IV - sintomas psicéticos como ansiedade, desconfianga e agitagdo, além de disturbios
do sono); sendo que nos ultimo estagios (V e VI), ja ha 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 diaria, tais como PFEFFER
(PFEFFER et al., 1982) (ANEXO 2) e o indice de Katz (KATZ, 1963). Para avaliar o
grau de deméncia, normalmente utiliza-se o CDR (Avaliacdo Clinica de Deméncia)
(ANEXO 3), em conjunto com a Escala de Depressao Geriatrica (GDS) (ANEXO 4),
afim de realizar um diagndstico diferencial de depresséo, deméncia e outros possiveis
transtornos psiquiatricos.

A DA ainda é uma patologia sem cura. Dessa forma, nenhum dos cinco
farmacos disponiveis para o tratamento, consegue retardar ou parar os danos
ocasionados pela destruicdo 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

inglés Food and Drug Administration) atualmente sdo: Donepezil, Rivastigmina,
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Galantamina, Memantina e Namzaric® (uma combinagédo de Donepezil e Memantina
de liberagcédo prolongada). Os trés primeiros s&o anticolinesterasicos que inibem a
colinesterase na fenda sinaptica, diminuindo sua degradagdo, e tornando esse
neurotransmissor, disponivel por mais tempo. Essa abordagem é utilizada, para
balancear a perda de grande parte dos neurénios colinérgicos. Ja a Memantina é um
antagonista dos receptores glutamatérgicos NMDA. Acredita-se que esses receptores
desempenhem um papel importante na neurodegeneragao, visto que sao receptores
de glutamato, um neurotransmissor excitatério envolvido com a memoria e o
aprendizado. Quando ha uma ligacao excessiva de glutamato aos NMDARSs, ocorre
um excesso de influxo de Ca?*, levando a excitotoxicidade, perda sinaptica 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 inicio precoce
(fAD ou EOAD, do inglés Early-onset Alzheimer’s disease), ou esporadica e de inicio
tardio (LOAD do inglés Late-onset Alzheimer’s disease) (revisto por GROSSMAN et
al., 2010). Os dois subconjuntos compartilham caracteristicas patolégicas comuns e
sdo considerados altamente hereditarios, 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 mutagdes localizadas nos
genes que codificam proteinas envolvidas na hipotese da cascata amiloide: APP
(proteina precursora amiloide), PSEN1 (presenilina 1) e PSEN2 (presenilina 2), sendo
herdadas de forma autossémica dominante (SMITH, 1999). No entanto, grande parte
dos pacientes com fAD n&o carregam nenhuma dessas trés mutagdes, destacando a
necessidade de pesquisas para encontrar outros genes causais, com modo de
heranca 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 individuos a
partir dos 65 anos (HOLLINGWORTH; HAROLD; JONES; et al., 2011). Trata-se de
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uma doenga complexa, na qual ha influéncia genética e de fatores ambientais®. Nesse
caso, diversos polimorfismos génicos distribuidos em variados genes, podem somar
seus efeitos, contribuindo para o aumento de susceptibilidade a DA, caracterizando
um escore de risco poligénico (ter o alelo mutado n&o significa necessariamente o
desenvolvimento da doenga, mas a soma do efeito desses podem aumentar
gradativamente a susceptibilidade a doenca) (FIGURA 11 e 12)5. Nesse sentido,
existem diversos trabalhos que buscam um modelo matematico robusto para a
predicdo do escore poligénico em DA. Uma dessas abordagens demonstrou uma
precisao de predicao 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 analise, é considerado
o valor de area sob a curva (AUC), que € uma estabelecida em um grafico a fim de
determinar os falsos positivos e negativos, ou seja, qual a forga do modelo em predizer
0 risco genético, identificando corretamente casos como casos e controles como
controles. Um AUC de 1, indica que o modelo estara sempre correto e de 0,5 indica
que € uma predicdo aleatéria. Para a DA, os valores de AUC s&o em torno de 0,82,
dependendo do painel (BLAUWENDRAAT et al., 2020).

Sao mais de 30 loci de susceptibilidade a DA identificados em estudos de
associagao de genoma total (GWAS, do inglés Genome-wide Association Study)
(LEONENKO et al., 2019), realizados principalmente em populagdes europeias e
asiaticas, e grande parte delas ainda ndo possuem raz&o esclarecida, dentro da

fisiopatologia da doenca.

5 Os fatores ambientais que podem contribuir na etiologia da doenga foram comentados no tépico 2.1.1.

6 Embora haja diversos genes associados com LOAD, nessa tese focamos principalmente em genes
envolvidos na neuroinflamacao ou regulacdo epigenética. Como o CR1 foi investigado com maior
profundidade nesse trabalho, informagdes sobre este gene encontram-se detalhadas no sub item
2.1.51.
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FIGURA 11 - GENES ASSOCIADOS COM A DA E SUA RELAGAO DE RISCO NA DOENGA
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em mais de uma via. Acredita-se que os genes circulados em amarelo também influenciam o

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

FIGURA 12 - ARQUITETURA GENOMICA DA DOENGCA DE ALZHEIMER
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LEGENDA: A figura representa loci gendmicos associados com DA ou endofenétipos, tais como
medicdes de proteina amiloide e / ou tau no liquido cefalorraquidiano, deposicdo de amiloide medida
por tomografia de emisséo de positon (PET) ou estudos post-mortem e metabolismo de glicose no
cérebro conforme medido por fluorodeoxiglucose (FDG) -PET. Genes com evidéncia funcional
suficiente para sugerir que eles sdo o gene causal em seus respectivos loci sdo anotados na figura.
Os loci ndo marcados indicam que o gene causal na regido ainda é desconhecido (NEUNER et al.,
2020).
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Dentre os genes associados com a DA de inicio tardio, o alelo APOE*¢4 é o
que leva a uma maior susceptibilidade, podendo aumentar em até 15 vezes a chance
de desenvolvimento da doenga em individuos homozigotos (SCHELLENBERG;
MONTINE, 2012; LANE et al., 2018; YAMAZAKI et al., 2019). Curiosamente, o efeito
do alelo APOE*¢4 varia entre as populagdes, sugerindo que a interagdo desse com
demais variantes génicas interfira no risco a LOAD (NEUNER et al., 2020). O gene
APOE codifica a apolipoproteina E que apresenta trés isoformas: ApoE*e2, ApoE*e3
e ApoE*e4. O alelo ApoE*e2 apresenta frequéencia de 5 a 10% na populagéo geral e
5% em individuos com DA, sendo considerado um alelo raro, mas protetivo a DA. O
alelo ApoE*€3 é considerado o mais comum, com frequéncia geral de 60 a 70% na
populacao geral e 59% em individuos com DA. Ja o alelo ApoE*¢4 esta presente em
cerca de 15 a 20% da populagéo geral e 37% na populagdo com DA (YU et al., 2014;
KLOSKE; WILCOCK, 2020). A diferenga nas isoformas sao decorrentes de dois
polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) (rs7412 e rs429358) que resultam em
uma mutacéo de sentido trocado, alterando os aminoacidos (Cys/Arg) nas posi¢coes
112 e 158 (ApoE*e2 - Cys112/ Cys158; ApoE*e3 - Cys112/Arg158; ApoE*e4 - Arg112
e Arg158) (FIGURA 13) (YAMAZAKI et al., 2019). ApoE ¢é o principal transportador de
lipidios e colesterol no cérebro e atua reduzindo os niveis de colesterol, bem como
promovendo a depuragao de lipoproteinas. As diferengas estruturais nas isoformas
ApoE afetam o modo como as lipoproteinas sao depuradas. A exemplo disso, a
ligacao da isoforma ApoE*e2 ao receptor de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR)
€ 50 vezes mais fraca que a ligagdo nas demais isoformas (YAMAZAKI et al., 2019).
Dessa maneira, ApoE*¢4 tem sido associada com a deposicdo de BA, formacao de
emaranhados neurofibrilares de proteina tau, neuroinflamagdo e muitas vias
subsequentes (KLOSKE; WILCOCK, 2020).
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FIGURA 13 - ISOFORMAS DA APOE, FREQUENCIA POPULACIONAL E ESTRUTURA DA
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isoformas da ApoE. FONTE: Adaptado de YU et al., 2014.

Polimorfismos presentes préoximos ao gene BIN1 (bridging integrator 1)
(rs6733839, rs744373) tem sido associado com LOAD em diversos estudos
(HOLLINGWORTH; HAROLD; SIMS; et al., 2011; CROTTl et al., 2019; FRANZMEIER
et al., 2019). Este gene esta envolvido na endocitose, sustentando a integridade do
citoesqueleto. Recentemente, observou-se o0 seu envolvimento na regulagdo do
peptideo tau, podendo estar relacionado na produgao 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
trafego endossomal intracelular, inflamagéao, homeostase do calcio 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 proteina de ligacdo a RNA relacionada a
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regulacdo de diferentes eventos pos-transcricionais, processamento alternativo,
traducdo e estabilidade do mRNA (BEISANG et al., 2012; BATEMAN et al., 2017).
Sua fungao na DA ainda nao esta elucidada, embora ha indicios de que esse SNP

nao seja o causal.

2.1.5.1 Receptor 1 do complemento (CR1)

O gene CR1 (OMIM: 120620) esta localizado na banda 2, regido 3, do brago
longo do cromossomo 1 (1g32), juntamente com outros genes reguladores do sistema
complemento (receptor 2 do complemento - CR2; fator H - FH) (REY-CAMPOQOS;
RUBINSTEIN, 1988; LIU; NIU, 2009). E um gene que possui processamento
alternativo, apresentando doze transcritos com variagcdo no numero de exons entre
eles. Dos doze transcritos, sete apresentam potencial de codificagao de proteina, um
€ apenas processado, e os demais apresentam retengédo de introns (FIGURA 14)
(Ensembl - Disponivel em: <https://cutt.ly/ffFLYaD> Acesso em: 17/09/2020). O gene
€ expresso em todos os tecidos, com uma alta taxa de expressao no sangue total e
no baco (FIGURA 15) (GTEx - Disponivel em: <https://cutt.ly/EfFZbh3> Acesso em:
17/09/2020).

FIGURA 14 - TRANSCRITOS DO CR1
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Os blocos preenchidos representam os exons, os blocos ndo preenchidos representam regides nao
traduzidas, as linhas entre os blocos representam os introns. Os transcritos em vermelho e laranja
séo codificadores de proteinas; os transcritos em laranja foram analisados pelos navegadores
gendmicos Ensembl e Havana; e os transcritos em azul sdo transcritos processados. A flecha indica o
sentido da transcricdo. FONTE: Ensembl - Disponivel em: <https://cutt.ly/ffFLYaD> Acesso em:
17/09/2020.
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FIGURA 15 - EXPRESSAO DE CR1 EM DIFERENTES TECIDOS
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FONTE: GTEXx - Disponivel em: <https://cutt.ly/EfFZbh3> Acesso em: 17/09/2020.

A molécula de CR1 pode apresentar até quatro isoformas, decorrentes de
insercdes e delegbes, e SNPs que levem a alteragdo na densidade e tamanho da
molécula (KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001; LIU; NIU, 2009). Isso é possivel,
pois 0 gene apresenta sequéncias repetitivas com baixo numero de copias, homeadas
LCR (Low Copy Repeat). As LCRs 1 e 2 encontram-se em regiao codificante, podendo
apresentar uma copia extra derivada de LCR1 através de uma recombinag¢ao nao-
homdloga (LCR1’). Quando presente, LCR1’ codifica um sitio extra de ligagdo para
C3b/C4b (WONG et al., 1986; BROUWERS et al., 2012). A LCR3 esta presente no
CR1-L (gene CRT1-like) proximo 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 populagdes (87% - europeus, 82% - afro-
americanos, 89% - mexicanos e 91,6% - asiaticos); CR1*B (CR1*S ou CR1*2) com
250 kDa e um sitio adicional para ligagédo ao C3b/C4b (8,4% - indianos e asiaticos,
11% nas demais populagdes investigadas); CR1*C (CR1*F’ ou CR1*3) de 190 kDa e
CR1*D (CR1*4) de 280 kDa (ambas isoformas com frequéncia de menos de 5% nas
populagdes investigadas) (DYKMAN et al., 1983, 1984; BIRMINGHAM; HEBERT,
2001; MOULDS et al., 2001; BROUWERS et al., 2012).
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FIGURA 16 - ARQUITETURA GENOMICA DO LOCUS DE CR1 EM RELACAO AS PRINCIPAIS
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Os segmentos gendmicos estao representados acima e abaixo, codificando as duas principais
isoformas alélicas de CR71: CR1-S (CR1*B) e CR1-F (CR1*A). As barras verticais correspondem a
exons. As repeticdes de baixo numero de coépias (LCR) sao representados pelas flechas horizontais
na cor pink, indicando sua localizagado e orientagao da transcri¢do, sendo que CR17-F apresenta
delegédo do LCR1’. No transcrito maduro, cada bloco representa um exon, cuja cor corresponde a
diferentes dominios da proteina. Blocos largos representam sequéncias codificantes, e blocos
estreitos, sequéncias ndo traduzidas (UTRs). Setas correspondem a longos dominios de repeticdo
homoéloga- LHR (Long Homologous Repeat). SS: peptideo sinal. TM: regido transmembrana. Na
proteina, circulos representam dominios funcionais de CR1, chamados SCR ou repetigao consenso
curta (Short Consensus Repeat). As primeiros trés SCR em LHR A, S, B e C s&o necessarias para a
ligacdo ao C3b/C4b, inibindo a formac&o 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
regides regulatorias e codificadoras, sendo que algumas dessas variantes pertencem
ao grupo sanguineo Knops (MOULDS et al., 2010; VELDHUISEN et al., 2011). Tais
polimorfismos apresentam uma alta discrepancia em suas frequéncias alélicas entre
as populagdes de origem africana e europeia (LIU; NIU, 2009; MOULDS et al., 2010).

CR1 também apresenta polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigao
(RFLP -Restriction Fragment Lenght Polymorphism), obtido com a enzima Hind Ill,
que corresponde ao SNP rs11118133 no intron 27 (g9.207589899A>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 correlagdo entre os alelos e o numero de
moléculas CR1 expressas na superficie de membrana de eritrocitos (E-CR1), onde
homozigotos para o alelo L apresentam baixa expresséo, homozigotos para o alelo H
possuem alta expressao, e heterozigotos (H/L) apresentam expressao intermediaria
(KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001).

A molécula de CR1 é uma glicoproteina multimodular polimérfica
transmembrana de cadeia Unica, constituida em sua porcdo extracelular por 30
dominios SCR (também conhecidos como CCP ou dominios sushi), seguidos por um
curto dominio transmembrana e intracitoplasmatico (FURTADO et al., 2008; LIU; NIU,
2009; JACQUET et al., 2013). Os 30 dominios SCR sao dispostos em grupos de sete,
formando quatro longas repeticdes homodlogas (LHR-A, LHR-B, LHR-C e LHR-D),
sendo que os dois ultimos SCR constituem os dominios terminais (LIU; NIU, 2009). A

composicao dos SCRs em sitios funcionais esta descrita na FIGURA 17.

FIGURA 17 — ESTRUTURA GENICA E MOLECULAR DO CR1
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Cada bloco em forma de hexagono representa um SCR (repeticdo de consenso curta, 1 a 30),
codificados pelos exons 2-35, mostrados logo acima. Os outros exons codificam: a regido
aminoterminal (NH2, exon 1), dominio transmembranar (TM, exons 36-37) e o dominio carboxi-
terminal intracitoplasmatico (IC COOH, exons 38-39), que sao todos mostrados em azul. Existem trés
locais de ligagéo para as opsoninas C4b (SCR 1-3, 8-10 e 15-1, na cor cinza e lilas), dos quais dois
também sao locais de ligagdo C3b (SCR 8-10 e 1517, ambos na cor lilas). Os SCRs 22—-28 ligam
C1q, MBL e ficolinas. Os SCRs 22, 24 e 25 (blocos tracejados em azul) carregam antigenos de grupo
sanguineo Knops. As quatro repeticdoes homologas longas (LHR) desta proteina séo representadas:
1-7, 8-14, 15-21, 22-28. Os locais funcionais de 8—10 e 15-17 sdo quase idénticos. TM - dominio
transmembranar; IC - dominio intracitoplasmatico. FONTE: Adaptado de KRETZSCHMAR et al.,
2018.
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A funcdo do CR1 varia de acordo com o tipo celular onde é expresso, sendo
encontrado na membrana de células como eritrocitos, neutrofilos, granuldcitos,
eosindfilos, mondcitos, macrofagos, linfocitos B, uma subpopulacédo de células T
CD4+, células dendriticas foliculares, células de Langerhans na pele, podécitos
glomerulares, micréglia e neurbnios sendo soluvel no plasma, urina e liquido
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 desestabilizagao e degradacao de C3 e C5 convertases (FURTADO
et al.,, 2008; KHERA; DAS, 2009), podendo também atuar como cofator para
inativacao de C3b e C4b, regulando a via alternativa do complemento (LIU; NIU,
2009). Além disso, CR1 pode otimizar o processo de fagocitose e remogédo de
complexos imunes opsonizados com fragmentos do complemento (C3b, C4b e MBL)
ou imunoglobulinas (SENGEL@V et al., 1994; GHIRAN et al., 2000; BOACKLE, 2003;
FURTADO et al., 2008; KHERA; DAS, 2009; LIU; NIU, 2009). Ademais, CR1 regula a
proliferacdo de linfécitos B, prevenindo o reconhecimento inadequado de
autoantigenos por estes linfocitos (KHERA; DAS, 2009; TOROK et al., 2015). Em sua
forma soluvel (sCR1) desempenha uma potente inibi¢do 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 hipotese de que possivelmente CR1 estivesse
envolvido na limpeza de placas BA (LAMBERT et al., 2009). Dessa maneira,
acreditava-se que as isoformas maiores poderiam conferir uma protecdo a DA, visto
que teriam um sitio de ligacdo a C3b/C4b, tornando o processo de limpeza mais
eficiente. Porém, isso nao 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 séo
expressas de maneira diferencial no cérebro, sendo que a isoforma CR1*B se
apresentava em forma vesicular e em menor quantidade na membrana celular, ja
CR1*A era filiforme. Além disso, Mahmoudi e colaboradores (2015), conseguiram
estabelecer a relagdo gendtipo / isoforma, onde individuos 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 ndo desempenhava sua
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funcdo. Também foi observado o nivel de sCR1 aumentado em soro de pacientes de
DA (MAHMOUDI et al., 2018).

Grande parte dos estudos que observaram associagdes de CR71 com DA
foram realizados com populagbes europeias e asiaticas (LAMBERT et al., 2009;
BROUWERS et al., 2012; JIN et al., 2012; MAHMOUDI et al., 2015, 2018), sendo que
estudos com populagdes latino-americanas ndo validaram as associagdes relatadas
(SANTOS-REBOUCAS et al., 2017; MORENO et al., 2017; SANTOS, DOS et al.,
2017).

2.1.5.2 Loci de associagao a fenétipos de expressao quantitativa (QTLs)

Os eQTLs correspondem a regides gendmicas que carregam uma ou mais
variantes na sequéncia de DNA que influenciam o nivel de expressao de um
determinado gene em diferentes tecidos (ALBERT; KRUGLYAK, 2015). Ja os sQTLs
sdo variantes que influenciam no processamento alternativo de genes, favorecendo o
aumento de determinado transcrito (BOOPATHI, 2020). Podem ser classificados de
acordo com sua localizacao (local ou distancia do(s) gene(s) sobre o(s) qual(is) tem
que influéncia), assim como de acordo com o mecanismo utilizado para alterar a
expressao (cis ou trans) (ROCKMAN; KRUGLYAK, 2006; ALBERT; KRUGLYAK,
2015).

Grande parte das associagdoes observadas em GWAS sdo encontradas em
regides nao codificantes e que muitas vezes ndo estdo em desequilibrio de ligagcao
com variantes causais (ALBERT; KRUGLYAK, 2015; HU et al., 2019). Dessa forma, a
analise de eQTLs provou ser um método robusto para descrever como a variagao nos
fendtipos pode ser atribuida a um determinado gendtipo (BATTLE; MONTGOMERY,
2014; BOOPATHI, 2020). Sendo assim, muitas variantes associadas em GWAS de
DA que ainda n&do possuem uma explicagao causal, tem sido reavaliadas através de
analises de eQTLs, a fim de buscar possiveis alteracdes da expressdo de genes
relacionados com a fisiopatologia da doenga, possibilitando a explicagdo das

associagdes encontradas (HU et al., 2019).
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2.1.5.3 RNAs nao codificantes (ncRNAs)

A interferéncia por RNAs n&o codificadores € um dos mecanismos
epigenéticos que vem ganhando cada vez mais destaque na regulacéo da expressao
génica e associagdo com doengas (CIPOLLA et al., 2018; WU; KUO, 2020). Os
NncRNAs sao transcritos do DNA, mas que nao codificam proteinas. Ao invés disso,
podem participar de inumeros processos regulatérios e funcionais, podendo interagir
com o DNA, outros RNAs e proteinas (TOLLEFSBOL, 2011). Dentre os ncRNAs que
podem atuar na regulacao epigenética destacam-se os micro-RNAs (miRNAs), e
longos RNAs nao codificantes (IncRNAs).

Os miRNAs sao moléculas de até 23 nucleotideos que podem se ligar a
regides 3'UTR, sequéncia codificadora ou 5’UTR de mRNAs alvos, levando a inibigao
da traducao ou a degradacdo do mRNA (TOLLEFSBOL, 2011; ALMEIDA et al., 2011).
Um unico miRNA pode regular negativamente a expressdo de centenas de genes
alvos, podendo também estar envolvidos em mecanismos intrincados que envolvem
feedback, auto-regulacdo e, em alguns casos, metilagcdo (TOLLEFSBOL, 2011).
Diversos miRNAs ja foram descritos como associados a DA, regulando genes chaves
na doenga como por exemplo, os que codificam a proteina precursora amiloide (APP)
e o precursor 1 de beta secretase (BACE1) (TAN, L. et al., 2013).

LncRNAs sao transcritos maiores que 200 nucleotideos, pouco conservados
entre as espécies, que apresentam geralmente expressao tecido-especifica e podem
realizar a regulagao da expressao génica na transcrigao, pos-transcrigao, traducgéo e
pos-traducéo (RINN; CHANG, 2012; HEZRONI et al., 2015). Os IncRNAs apresentam
diversos padroes e funcdes moleculares distintas, o que dificulta sua classificacéo e
caracterizacao. Para a sua classificacdo, é considerado a localizacdo cromossOmica
desses IncRNAs em relagdo aos genes codificadores préoximos, podendo ser:
intergénicos (lincRNAs), senso (intrénicos e de sobreposic¢ao), antisenso (intrénicos
ou transcritos antisenso naturais) e bidirecionais (DERRIEN et al., 2012). Também
podem ser classificados quanto sua localizagdo celular (citoplasma, nucleo ou
ambos), e aonde irdo atuar, podendo ser cis (regulando genes ou alterando o estado
da cromatina em regides préximas) ou trans (em genes distantes) (KOPP; MENDELL,
2018).

Os IncRNAs podem desempenhar diferentes fungdes, que foram organizadas
em quatro arquétipos por Wang e colaboradores (2011): Sinal — o IncRNA
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desempenha o papel de molécula sinalizadora, levando a ativagéo ou silenciamento
génico; Isca — o INcRNA compete com outros RNAs e proteinas por sitios de ligacéo,
funcionando como um regulador negativo; Guia — o IncRNA se liga a proteinas a fim
de formar complexos e o guia até o sitio alvo; Andaime — IncRNA se liga a diversas
proteinas facilitando a interacdo das mesmas. E importante ressaltar que um IncRNA
pode pertencer a mais de um arquétipo.

Recentemente IncRNAs tem sido associados com a DA, embora grande parte
desses ainda néo estejam bem caracterizados e seu papel ainda ndo seja bem
definido (HAN et al., 2019; WANG et al., 2020).
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2.2 DOENCA DE PARKINSON (DP)

2.2.1 A doencga e seus aspectos clinicos

A doenca de Parkinson (DP) (OMIM#168600) € a segunda doenca
neurodegenerativa crbnica mais comum, afetando aproximadamente 2% da
populacéo acima dos 65 anos (MIGLIORE; COPPEDE, 2009; DRAOUI et al., 2020).
Embora tenha sido descrita por James Parkinson em 1817, a doenca ja era conhecida
na india antiga sob o nome de "Kampavata" (KEMPSTER et al., 2007; OVALLATH;
DEEPA, 2013).

A DP encontra-se dentro de um grupo heterogéneo de doengas de amplo
espectro conhecido como parkinsonismo, que apresentam em comum sintomas
caracteristicos do Parkinson, porém em combinag¢des variaveis, podendo ser
ocasionadas por outras doengas ou fatores externos, como por exemplo o uso de
farmacos (FONTES, 2011; HAYES, 2019).

Os sintomas da DP podem ser caracterizados como ndo motores e motores.
Os sintomas nao motores antecedem os primeiros sintomas motores, ocorrendo anos
antes do diagnostico da DP, sendo considerados bons marcadores para um
diagnostico precoce. Dentre esses sintomas, destacam-se os disturbios do sono,
disfungdes no olfato, constipacdo, ansiedade, depressao, déficits cognitivos e
deméncia (AURICH et al., 2017; KORCZYN et al.,, 2017; TARGA et al., 2018;
FAGOTTl etal., 2019; HAYES, 2019). A manifestagao dos primeiros sintomas motores
ocorre quando ja houve a perda de cerca de 70% dos neurbnios dopaminérgicos,
correspondendo ao periodo em que normalmente é feito o primeiro diagnoéstico
(CORTI et al., 2011). Dentre os sintomas motores classicos estdo 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 caracteristica (FONTES, 2011; KALIA; LANG, 2015). Adicionalmente,
outros sintomas secundarios podem ocorrer com a progressao da doenca: disturbios
da fala, secura na boca, dificuldade de degluticdo, perda de expressao facial,
problemas dermatoldgicos, dores, fadiga, tontura, confusdo, deméncia e problemas
urinarios (FONTES, 2011) (FIGURA 18). E importante ressaltar que a sintomatologia
da DP se desenvolve e progride de maneira diferente entre os individuos, podendo
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ser mais rapida 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.
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FONTE: Adaptado de DRAQUI et al., 2020.

Embora a etiologia dessa patologia ainda n&o esteja completamente
elucidada, varios fatores ambientais, genéticos” e do metabolismo celular® tém sido
associados com o aumento de risco para o desenvolvimento da doencga. A exposigao
a pesticidas (rotenona e MPTP) e herbicidas (Paraquat) ja foi associada a DP, sendo
essas toxinas utilizadas para indugdo ao Parkinson em modelos animais da doencga
(ELBAZ et al., 2016; DRAQOUI et al., 2020). Além disso, o habito tabagista e consumo
de cafeina foram associados como fatores protetivos a doenca (HERNAN et al., 2002;
ELBAZ et al., 2016).

2.2.2 Epidemiologia

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa crénica mais comum na

populacdo idosa. Tem apresentado um crescimento rapido em termos de prevaléncia,

7 Os fatores genéticos envolvidos na DP serdo comentados no item 2.2.5 dessa tese.
8 Os fatores do metabolismo celular associados com a DP serdao comentados no item 2.2.3 dessa tese.
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incapacidade e morte, podendo ter o dobro do numero de pacientes de 2005 até 2030
(DORSEY et al., 2007; ZESIEWICZ, 2019; SIMON et al., 2020; DRAQUI et al., 2020).

Em paises industrializados, possui a prevaléncia estimada em até 0,3% de
toda a populagéo, 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 incidéncia 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 doenga em seu espectro familial (LAU, DE; BRETELER, 2006;
DEXTER; JENNER, 2013; DRAOUI et al., 2020). A duragcao média da doenca é de 15
anos, desde o diagnéstico a morte (DRAOUI et al., 2020).

Em grande parte dos estudos, ha relatos que a DP é mais prevalente em
homens do que em mulheres, com proporgdes entre 2:1, o que poderia ter relacao
com o papel neuroprotetor do estrogénio em mulheres, embora ainda seja necessarios
mais estudos para confirmagao (DEXTER; JENNER, 2013; DRAQOUI et al., 2020).

Alguns autores reportam que pode ocorrer uma variagdo na prevaléncia da
doenga entre as etnias, porém os resultados ainda sao conflitantes (LAU, DE;
BRETELER, 2006; BAILEY et al., 2020). Recentemente, Bem-Joseph e colaboradores
(2020), realizaram uma revisdo de literatura com diversos estudos publicados em
diferentes etnias e a DP, concluindo que diferengas genéticas e geograficas
provavelmente interfram nas manifestagbes clinicas, epidemiolégicas e na
mortalidade, porém a natureza dessas diferengcas ainda n&o esta elucidada.
Aparentemente, pacientes afrodescendentes e hispanicos apresentam risco
aumentado ao comprometimento cognitivo, mas sdo necessarios mais estudos para

corroborar essa informacao.

2.2.3 Fisiopatologia

Sao considerados como biomarcadores da DP, a perda de neurbnios
dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta (SNpc) e a presenga de Corpos
de Lewy (LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002; DEXTER; JENNER, 2013).A perda
progressiva dos neurdnios dopaminérgicos na SNpc é evidenciada anatomicamente
pela despigmentacdo da porcao ventrolateral dessa estrutura (DEXTER; JENNER,
2013; DRAOUI et al.,, 2020) (FIGURA 19). Isso resulta em uma redugdo do

neurotransmissor dopamina no estriado (constituido pelo nucleo caudado e putamen),
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provocando a diminuicdo de atividade na via direta do circuito dos nucleos da base
(mediada por receptores D1) e aumento na via indireta (receptores D2), resultando
em disturbios dos movimentos corporais voluntarios (DRAQUI et al., 2020). Supbe-se
que a fisiopatologia inicia no nucleo dorsal do nervo vago e na regido reticular da
medula, avangando para a zona frontal, SNpc, mesocortex e neocortex (FONTES,
2011). Além do déficit de neurdnios dopaminérgicos, ha relatos de disfungao nas vias
colinérgica, serotonérgica, glutamatérgica e noradrenérgica. Por alguns, estas
alteracbes sao consideradas como alteracdes secundarias, devido a um sistema de
compensagao a desregulagdo na via dopaminérgica, ou devido ao processo
degenerativo da DP (CHARVIN et al., 2018).

FIGURA 19 - EVOLUGCAO DA DESPIGMENTAGAO DA SUBSTANCIA NIGRA EM CORTES
TRANSVERSAIS DO MESENCEFALO.

A B C
SNd

As laminas estéo classificadas de acordo com os estagios propostos por Braak. A: estagio I-ll, B:
estagio lll-IV, C: estagio V-VI. R: nucleo vermelho. SNd: camada dorsal do SNc. SNv: camada ventral
do SNc. 3N: nervo lll. Cp: pedunculo cerebral. FONTE: DRAOUI et al., 2020.

Devido a presencga dos corpos de Lewy, a DP pode ser classificada como uma
sinucleinopatia. Os corpos de Lewy s&o constituidos de inclusdes intracitoplasmaticas
insoluveis, cuja composi¢cao principal inclui agregados proteicos de a-sinucleina
(LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002; KAPEZINSKI et al., 2011; TREDICI, DEL; BRAAK,
2012). A a-sinucleina € uma proteina de 140 aminoacidos, que se encontra abundante
no citoplasma dos neurbnios e que possivelmente atua estabilizando as vesiculas
sinapticas dopaminérgicas. Essa proteina apresenta um sistema de degradacao lenta,
o que favorece a formacgdo de agregados (SEN; WEST, 2009). Embora sejam

considerados biomarcadores na DP, o seu papel na patogénese da doenca



61

permanece pouco conhecido, ndo sendo exclusivos dessa doenga (TREDICI, DEL,;
BRAAK, 2012).

Até o momento, ndo € completamente elucidado e determinado quais sédo os
mecanismos moleculares que levam ao processo de neurodegeneragao seletiva
observado na fisiopatologia da DP, porém existem alguns mecanismos candidatos
que sao alvos de diversos estudos, representados brevemente na TABELA 1.

TABELA 1 - POSSIVEIS MECANISMOS ENVOLVIDOS DA FISIOPATOLOGIA DA DP

Mecanismo

Possivel envolvimento

Referéncias

Agregacao de a-
sinucleina

a-sinucleina pode exibir propriedades neurotdxicas
em um processo patogénico, tornando-se
agregados insoluveis e levando a morte celular

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

Transmissao de a-
sinucleina célula a
célula semelhante a
prion

Algumas linhas defendem que a a-sinucleina pode
se comportar como prions, sendo liberada no
espago extracelular e internalizada por neurdnios
vizinhos, dessa maneira disseminando os
agregados pelo cérebro

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

Disfungao mitocondrial
e estresse oxidativo

Disfuncao do complexo | da cadeia respiratéria (em
parte devido ao acumulo | de a-sinucleina),
resultando em uma alteragdo no potencial de
membrana, comprometimento do controle de
qualidade mitocondrial, interrupgéo da homeostase
do calcio e liberagdo aumentada de citocromo c.
Aparentemente, os neurbnios dopaminérgicos da
SNpc séo particularmente vulneraveis ao estresse
oxidativo

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

Estresse grave do
reticulo
endoplasmatico

Resultante do acumulo de proteinas mal dobradas
ou nao dobradas, contribuindo para a morte
neuronal

(REMONDELLLI;
RENNA, 2017)

Comprometimento da
autofagia

Pode aumentar a liberagéo e transferéncia de a-
sinucleina de célula para célula e levar ao acumulo
de mitocbndrias disfuncionais

(MINAKAKI et al.,
2018)

Disfungao no
transporte axonal

Pode ocorrer devido a deficiéncia de energia
(disfuncdo mitocondrial) e / ou a presenga de
agregados de a-sinucleina, tornando-se
obstaculos ao transporte axonal de rotina

(MORFINI et al.,
2009)

Sincronizagao neural

anormal nos ganglios

da base e alteracdes
sinapticas

Alteracbes em circuitos cerebelares e nas
interagdes entre o cerebelo e os ganglios da base
também sdo considerados importantes na
fisiopatologia da PD. A fisiopatologia do circuito
motor resulta da perda de dopamina, mas também
de disturbios em outros neurotransmissores, como
colinérgicos e glutamatérgicos

(BURRE, 2015;
CALIGIORE et al.,
2016)
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Astrogliose e microgliose intensas podem estar
associadas a plasticidade corticostriatal anormal.
Neuroinflamacao Embora talvez ndo seja o gatilho inicial, a | (KAUR etal., 2017)
neuroinflamacgéo é suspeita de ser um contribuidor
essencial para patogénese da DP

FONTE: Adaptado de CHARVIN et al., 2018.

2.2.4 Diagnostico e tratamento

O diagnéstico da DP considera a historia clinica e familiar do paciente, sua
idade atual e o inicio dos sintomas, somados aos resultados de exames clinicos para
verificagdo dos sintomas caracteristicos da doenga. De maneira geral, o diagndstico
torna-se complexo, devido a existéncia de inumeras patologias que apresentam
caracteristicas e sintomatologias semelhantes a DP, ou ao uso de farmacos
especificos, que podem originar sintomas semelhantes ao parkinsonismo, sendo
estes, utilizados como critérios de exclusdo no diagnostico (BARBOSA; SALLEM,
2005; FONTES, 2011). Como ferramentas de auxilio para a exclusdo de demais
patologias, podem ser utilizadas a tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia
magnética (RM), dentre outros exames laboratoriais (FONTES, 2011).

Sao considerados critérios importantes no diagnostico clinico da DP: a
presenca do tipico tremor de repouso de inicio unilateral e uma resposta positiva ao
uso de levodopa (KALIA; LANG, 2015; HOMAYOUN, 2018). Além disso, como padrao
ouro no diagnostico é feito uma avaliacdo neuropatologica, observando se ha perda
neuronal moderada a grave na SNpc, com a presenca de corpos de Lewy nos
neurénios dopaminérgicos sobreviventes (DEXTER; JENNER, 2013; KALIA; LANG,
2015). Nesse sentido, pode ser utilizada a escala de Braak, que classifica em seis
estagios a progressao temporal e espacial dos Corpos de Lewy dentro da DP (BRAAK
et al., 2003; KALIA; LANG, 2015).

Como o diagndstico de maneira geral ocorre a partir dos primeiros sintomas
motores, caracterizando um estagio em que ja ha perda de massa encefalica, a busca
por sintomas nao-motores associados e outros biomarcadores para diagnosticos
menos invasivos e precoce € de extrema importancia. Infelizmente, a DP é
progressiva e irreversivel, e dessa forma, todos os tratamentos disponiveis até entéo,
sao 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 € a reposicdo de
dopamina, a fim de ativar os neurénios dopaminérgicos remanescentes na substancia
negra, embora isso ndo evite o avango da neurodegeneracao (ZINGER et al., 2011).
Dentre as drogas utilizadas para essa reposicdo, a levodopa (L-3,4
dihidroxifenilalanina - L-DOPA), precursora da dopamina, € considerada padr&o 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 nauseas. Porém, a
longo prazo, o efeito da droga passa a nao ser tao efetivo, resultando em diversos
efeitos colaterais, sendo necessario uma reavaliagéo do tratamento (BASTIDE et al.,
2015; HAYES, 2019).

Alguns autores mostram que o uso de L-DOPA a longo prazo pode resultar
em discinesia (alteragdo dos movimentos), entre outras diversas complicagdes, tais
como disturbios neurocomportamentais, sintomas autonémicos (nausea, hipotensao
ortostatica), sonoléncia diurna e complicacdes psiquiatricas (alucinagdes e delirios),
embora alguns desses sintomas possam estar relacionados com a progressédo da
doenca, e sua relacdo com a L-DOPA precise ser corroborada por mais estudos
(BASTIDE et al., 2015). Também ha relatos de que a L-DOPA desregule algumas vias
do metabolismo, como por exemplo, a via do triptofano, alterando as proporgdes entre
3-hidroxiquinurenina e acido quinurénico, colaborando para o quadro de discinesia
(HAVELUND et al., 2017).

Estudos realizados com pacientes que utilizam a L-DOPA, ja demonstraram
que niveis séricos de vitamina B12 sdo mais baixos em pacientes. Quando a doenca
€ acompanhada de quadro demencial, estes também apresentam reducao sérica nos
niveis de folato (CERAVOLO et al., 2013; FERREIRA, 2013). O destino metabdlico da
levodopa plasmatica € a formacdo da 3-O-metildopa (3-OMD) através de sua
metilacéo catalisada pela catecol-O-metiltransferase (COMT), a qual utiliza de grupos
metil doados pela s-adenosilmetionina (SAM). Dessa forma, a metabolizagdo da
levodopa interfere diretamente no ciclo do um carbono?®, levando a um aumento nos
niveis de homocisteina plasmatica, que em quantidade exacerbada pode resultar em
diversas manifestagdes clinicas no SNC e inclusive, acelerar a morte dos neurdnios
dopaminérgicos (FIGURA 20) (KRUMAN et al., 2000; DUAN et al., 2002; FERREIRA,

9 O ciclo do um carbono sera abordado em detalhes no item 2.2.6.1.1 dessa tese
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2013). Além disso, o ciclo de um carbono esta intimamente relac