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que em dias tristes em casa me esconder.
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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa que provoca morte
neuronal e consequente perda progressiva das funcbes cognitivas, reduzindo as capacidades
de trabalho, interferindo na relagdo social e no comportamento do paciente. Entre as doengas
causadoras de deméncia, a DA € a mais incidente que as de cunho vascular, numa proporcao
de 4.1, respectivamente. Além das terapias farmacologicas, os métodos diagnésticos auxiliam
na identificacdo precoce da doenga auxiliando o tratamento prévio, assim diminuido a
progressdao da doenca. Atualmente estudos citogenéticos vém demonstrando alteragdes
cromossémicas em portadoras da DA e podem auxiliar no diagndsticos da doenca. O objetivo
desse trabalho foi verificar o potencial da anélise cariotipica de linfocitos do sangue periférico
como bioindicador diagnostico da doenga de Alzheimer. Para a realizagdo deste trabalho,
utilizamos dois grupos de mulheres com 65 anos ou mais, sendo um grupo com (10)
portadoras de DA e outro grupo (10) normais. Cada individuo foi submetida ao questionario
socioeconémico, teste de rastreio cognitivo (MEEM) e a coleta de sangue venoso para cultura
de linfocitos e anélise cromossdmica. Nossos resultados demonstram que o grupo de mulheres
portadoras da DA apresentaram elevada taxa de monossomia e trissomia em relagdo as
mulheres normais. Através de estudo de anamnese via questionario, verificamos o estilo de
vida de ambos os grupos. Quando comparado a relacdo das alteragcbes cromossémicas com 0
nivel cognitivo do grupo DA, n6s evidenciamos uma tendéncia inversamente proporcional
entre 0 nimero de monossomia/trissomia e o desempenho cognitivo. Outro aspecto de nossas
analises foi o papel de cada cromossomo ligado a DA. Os cromossomos 1, 14 e 21 nao
apresentaram trissomia e na verificacdo da frequéncia de monossomia, cada cromossomo
possui frequéncia abaixo de 3 % de aneuploidia, ou seja, 0os cromossomos estudados nédo

possuem uma grande representatividade nas alteracbes cromossdmicas encontradas no estudo.

Palavra chave: Doenca Alzheimer, Mosaicismo Cromossdmico, Alteracdo Cromossémica,

Monossomia, Trissomia.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that causes neuronal death
and consequent progressive loss of cognitive functions, reducing the capacity for work,
interfering with social relationships and behavior of the patient. Among the diseases that
cause dementia, AD is the most frequent nature of the vascular a ratio of 4:1, respectively. In
addition to the pharmacological therapies, diagnostic methods assist in the early identification
of the disease by helping the pretreatment, thus reduced disease progression. Currently
cytogenetic studies have demonstrated chromosomal abnormalities in individuals with AD
and may aid in the diagnosis of disease. The aim of this study was to investigate the potential
of karyotype analysis of peripheral blood lymphocytes as a diagnostic biomarker of
Alzheimer's disease. For this work, we used two groups of women aged 65 or more, one
group (10) suffering from AD and other normal group (10). Each subject was submitted to the
socioeconomic survey, a cognitive screening test (MMSE) and the Venous blood lymphocyte
culture and chromosome analysis. Our results demonstrate that the group of women with AD
showed high rate of monosomy and trisomy compared to normal women. Through the study
of history via questionnaire, we found the lifestyle of both groups. Compared the relationship
of chromosomal abnormalities with the cognitive level of the AD group, we evidenced an
inverse trend between the number of monosomy / trisomy and cognitive performance.
Another aspect of our analysis was the role of each chromosome linked to AD. Chromosomes
1, 14 and 21 showed no trisomy and verify the frequency of monosomy , each chromosome
has frequency below 3 % of aneuploidy, i.e., the chromosomes studied did not have a great

importance in chromosomal alterations found in the study.

Keyword: Alzheimer’'s Disease, Chromosomic Mosaicism, Chromosomic Alteration,

Monosomy, Trisomy.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA), provoca morte neuronal e perda progressiva das
fungdes cognitivas (pensamentos, fala, memoria, raciocinio l6gico, etc.), gerando degradagéo
do parénquima cerebral (CAMARGO, 2003). O envelhecimento da populagdo mundial, um
fendmeno que e mais nitido em paises emergentes como o Brasil, implicara num grande
aumento da prevaléncia dessa doenca, que acomete principalmente os individuos acima dos
65 anos (CAMARGO, 2003). E na busca por terapias eficazes, varios grupos investigaram a
acdo de farmacos que possam interferir na progressdo da fisiopatologia da doenca, como 0s
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) (SMALL e MAYEUX, 2007).

Esses inibidores sdo os farmacos mais utilizados atualmente no combate & DA e uns
dos primeiros aprovados pela FDA (US Food and Drug Administration). Essas drogas
diminuem a hidrolise da AChE na fenda sindptica, favorecendo a ativacdo das vias
colinérgicas, consequente melhorando estado do paciente (SMALL e MAYEUX, 2007).
Outro farmaco bastante utilizado no tratamento da DA é a mematina, um antagonista ndo
competitivo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), que diminui os danos excitotoxicos
causados pelo acimulo do glutamato na fenda sinaptica (DEMURO et al., 2010; GOMES-
LEAL etal., 2004; MOLINUEVO et al., 2005).

Além das terapias farmacoldgicas, o desenvolvimento de métodos de diagndstico
precoce € uma arma importante para retardar a progressdo da doenca (CLARK et al., 2008;
FORMAN et al., 2004; GALASKO, 2005). Alguns desses métodos envolvem testes
comportamentais e testes de rastreio cognitivo, que vém se mostrando grandes ferramentas na
identificacdo de déficits associados com a DA: perda de memoria, diminuicdo de atencéo,
disturbios de linguagem, deterioracdo das fungdes executiva, entre outros. Esses testes,
porém, sé sdo eficazes quando o individuo ja comecou a manifestar os sintomas da doenca
(GALASKO, 2005; PETERSEN, 2004).

O diagnostico por imagem (ressonancia magnética, tomografia computadorizada e
tomografia por emissdo de positrons) também pode auxiliar na identificacdo da DA, mas sé
podem ser usados quando ha alteracGes morfologicas significativas provocadas pela perda de
células nervosas, ou seja, no estagio avancado da doenca (BRUN e ENGLUND, 1986;
HICKEY e DONNELLY, 2012; SCHAFER et al., 2012).

Outros estudos procuram identificar possiveis biomarcadores associados com a DA,

sendo esses marcadores divididos em dois tipos, bioquimicos e genéticos (BENSEMAIN et



al., 2009; BERTRAM e HAMPEL, 2011; GALASKO, 2005; TROJANOWSKI et al., 2010).
As pesquisas bioquimicas sdo baseados na deteccdo de certas proteinas localizadas no liquido
cefalorraquidiano (LCR) e associadas com a doenca. Os principais alvos sdo: a proteina 3
amildide (beta-amildide), com 65% de sensibilidade diagndstica, e a proteina Tau, com 75%
de sensibilidade diagnoéstica, que se apresentam elevadas nos pacientes acometidos com DA
(CLARK et al., 2008; GLENNER e WONG, 1984; HAMPEL et al., 2003). As pesquisas com
biomarcadores baseados em alteracGes genéticas compreendem um dos campos mais
promissores para o diagnostico precoce da DA e focalizam em genes como: PS1, PS2, APP,
Apo E, A2M e MAPT (CHARTIER-HARLIN et al., 1991; CHAU et al., 2012; DENG et al.,
1996; FORMAN et al., 2004; HOPE et al., 2003; KLUNK et al., 1998; LARNER, A. J. ,
2009).

Estudos na area da citogenética vém demonstrando que individuos com deméncia
apresentam uma frequéncia elevada de alteragcbes cromossémico-numéricas, causando um
mosaicismo cromossomico intenso (IOUROV et al., 2009; MOSCH et al., 2007; SPREMO-
POTPAREVIC et al., 2004; YANG et al., 2001). Alguns estudos, entretanto, afirmam que as
modificacdes estruturais do cromossomo nao sdo tdo especificas quanto as alteracbes
moleculares, mas apresentam maior viabilidade de diagnostico em larga escala, devido ao seu
relativo baixo custo e menor complexidade nos procedimentos associados (IOUROQV et al.,
2009)



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. HISTORICO SOBRE A DOENCA DE ALZHEIMER

Alois Alzheimer (Figura 1a), nasceu no dia 14 de junho de 1864 em Markbret Am
Main, Alemanha e morreu na cidade de Wroclaw, Pol6énia em 19 de dezembro de 1915 de
uma infec¢do cardiaca. Sua maior contribuicdo ocorreu no ano de 1906, quando publicou o
caso da paciente Auguste Deter, entdo com 51 anos (Figura 1b), internada no Hospital
Municipal de Lunaticos e Epiléticos de Frankfurt no dia 25 de dezembro de 1901. A paciente
apresentava perda progressiva da memoria, associada com ansiedade e hostilidade (MAURER
et al., 1997). A paciente faleceu ap6s cinco anos de perda cognitiva progressiva, alucinagdes,
delirios e importante prejuizo na fungdo social (MAURER et al., 1997).

Alois Alzheimer realizou necropsia da paciente e a avaliacao histologica identificando
a presenca dos sinais histopatologicos classicos da doenca: as placas amildides e o0s
emaranhados neurofibrilares. Alguns anos depois, Kraepelin denominou essa patologia como
Doenca de Alzheimer e as lesbes histoldgicas ainda sdo considerados o padrdo-ouro para o
diagnostico da doenca (DAHM, 2006).

Figura 1:(A) Fotografia do neuropatologista Alois Alzheimer (1864 - 1915) (B) e sua paciente August Deter
(1850- 1906) (Fonte: Google)



2.2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS E SOCIO-ECONOMICOS SOBRE A DOENCA DE
ALZHEIMER

O aumento da perspectiva de vida da populacdo mundial tem sido correlacionado com
0 grande aumento de incidéncia das doencas ligadas ao envelhecimento (KINSELLA e
VELKOFF, 2001). Em 2050, o Brasil serd o sexto pais do mundo em numero absoluto de
idosos (RAMOS et al., 1987) e ja a partir de 2025 o Brasil tera mais de 32 milhdes de pessoas
com idade igual ou superior a 60 anos (CARBONI e REPPETTO, 2007).

Entre as doencas degenerativas ligadas ao envelhecimento, a deméncia é considerada a
de maior prevaléncia. Essa doenca causa o0 comprometimento global da fungéo cognitiva, de
carater progressivo e permanente, com etiologia complexa, e interferindo nas atividades
profissionais, sociais e na vida diaria dos individuos acometidos (CALDAS, 2003; NITRINI,
R., 2002; PRINCE, 2004). Um estudo meta-analitico da prevaléncia dos casos de deméncia
na Europa demonstrou que as mulheres séo mais acometidas com a doenca do que 0os homens
(LOBO et al., 1999; PRINCE, 2004) (Figura 2).
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Figura 2: Prevaléncia de deméncia por género e idade no continente Europeu. Fonte: (LOBO et al., 1999).

Entre as doengas causadoras de deméncia, a Doenca de Alzheimer (DA) é mais
incidente que as de cunho vascular (Figura 3), numa proporcdo de 4:1 respectivamente.
Possuindo incidéncia com niveis que variam de 60 - 80 %. O Brasil se destaca como 0 pais
com maior incidéncia de DA na America do Sul, com 54% dos diagnosticos de deméncia no
subcontinente (LOPES e BOTTINO, 2002). As taxas de ocorréncia percentual da DA nas



diferentes faixas etarias sdo: 65 - 74 anos, 2,5%; 75 - 79 anos, 4%:; 80 - 84 anos, 11%:; e 85 -
93 anos, 24% (NUSSBAUM e ELLIS, 2003)
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Figura 3: Incidéncia da deméncia e seus subtipos (tipo Alzheimer e tipo vascular) em mil pessoas por ano no
continente Europeu. Fonte: (FRATIGLIONE et al., 2000).

Dados sobre a prevaléncia da DA nos Estados Unidos da América (EUA) demonstram
que em 2000 o pais apresentava cerca de 4,5 milhdes de pacientes com a doenca e a projecao
para 2050 sera de 13,2 milhdes de pessoas com a DA (HEBERT et al., 2003). Na América do
Norte, os cuidados médicos relacionados aos pacientes com Doenca de Alzheimer esta
associado ao custo financeiro gigantesco: o Canada, por exemplo, possui custos anuais
estimados em 3,9 bilhdes de ddlares canadenses (OSTBYE e CROSSE, 1994).

Em relacdo aos custos sociais, varios estudos tém demonstrado que a rede de cuidado
primario dos pacientes, ou seja, principalmente a familia, que representa 80% dos cuidadores,
¢ alvo de grande pressdo psicologica (HALEY, 1997; WIMO et al., 1992), devido a
dependéncia do paciente e ao custo do tratamento (LUZARDO et al., 2006). Os fatores de
risco associados com a doenca de Alzheimer ainda ndo séo inteiramente conhecidos. Entre
eles, podemos destacar: idade, género, traumatismo craniano, dano genético hereditario,
Sindrome de Down e baixa escolaridade (REICHMAN e CUMMINGS, 2002).



2.3. ASPECTO CLINICO DA DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenga de Alzheimer (DA) é um processo neurodegenerativo crdnico, como
sintomas associados a deterioracdo da memoria, declinio intelectual e perda de outras funcdes
cognitivas (BLENNOW et al., 2006; CUMMINGS, 2004). Geralmente, o0 primeiro sintoma
que se observa no paciente com DA é um déficit nas memorias declarativas recentes, diferente
das memorias antigas, que sdo preservadas até 0s estagios mais avangados da DA
(LINDEBOOM e WEINSTEIN, 2004).

Outras fungdes cognitivas vao sendo perdidas a medida que a doenca evolui, como por
exemplo, a fluéncia verbal, atencdo, capacidade de realizar célculos matematicos bésicos,
capacidade de manusear ferramentas e a percepgdo Vvisuo-espacial (LINDEBOOM e
WEINSTEIN, 2004). Esses sintomas sao também acompanhados por transtornos fisicos e de
humor, como agressividade, alucinac@es, hiperatividade, irritabilidade, apatia, perda de peso,
insOnia, diminuicdo da atividade locomotora e depressdao (EASTWOOD e REISBERG, 1996;
REICHMAN e CUMMINGS, 2002).

O diagnostico definitivo da DA so6 € possivel na avaliacdo post-mortem e de acordo
com a Academia Brasileira de Neurologia, o diagnostico provavel da DA deve ser baseado em
exames clinicos para avaliar o estado mental, funcdo executiva e o estado psicoldgico do
paciente (NITRINI, R. et al., 2005). Para verificar essa gama de fatores, os especialistas se
utilizam de baterias de testes capazes de diagnosticar déficits neurolégicos (CHAVES, 1993;
NITRINI, R. et al., 2005).

Um dos testes utilizados € o Mini Exame do Estado Mental (MEEM), elaborado por
Folstein e colaboradores (1975). O MEEM é o teste de rastreio cognitivo global mais
utilizado no mundo (CHAVES, 1993; LOURENCO e VERASI, 2006). O MEEM adaptado de
Folstein e colaboradores (1975) é constituido de sete estratificacdes, informando sobre os
seguintes parametros cognitivos: orientacdo temporal, orientacdo espacial, memdria imediata,
atencdo e calculo, evocacéo das palavras, linguagem e capacidade construtiva visual. O escore
do MEEM pode variar de um minimo, p. ex. 0 pontos, que indica um maior grau de
comprometimento cognitivo dos individuos, até um maximo de 30 pontos (FOLSTEIN et al.,
1975).



2.4.  ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA DOENCA DE ALZHEIMER

A DA é caracterizada por seus efeitos nas sinapses e pela morte neuronal em
decorréncia do acumulo de proteinas fibrilares amiloides formando placas senis e pelo
enovelamento da proteina Tau hiperfosforilada (BALLATORE et al., 2007; LAFERLA et al.,
2007). Esses processos patologicos se estendem por varias regides do encéfalo, incluindo o
cortex cerebral e regiGes subcorticais (figura 4), eventualmente provocando atrofia
parenquimatosa, que pode ser evidenciada pela presenca de sulcos e fissuras pronunciadas e o

alargamento das regides ventriculares.

Figura 4: Visualizagdo temporal do acimulo da proteina beta amiloide no encéfalo, iniciando pelo cortex e
seguindo para regibes subcorticais: Tons de cinza mostram o grau evolutivo da deposi¢do da proteina Beta
amiloide no encéfalo, sendo em niveis avangados a proteina adentrando o tronco encefalico indicado pela seta.
Adaptado (JUCKER e WALKER, 2011).

2.4.1. FORMACAO DA PROTEINA BETA AMILOIDE

O peptideo beta amiloide (BA) é encontrado em duas configuragfes principais, uma
cadeia contendo 40 aminoacidos e outra com 42 Aminoacidos (JARRETT et al., 1993;
YOUNKIN, 1998). A BA ¢ o subproduto da clivagem da proteina precursora amildide (PPA),
uma macromolécula que se localiza na membrana plasmatica da célula (GOATE et al., 1991).
A formacéo da BA se da por duas vias diferenciadas pela clivagem em uma regido especifica
da proteina precursora amiléide (ALLINSON et al., 2003; VASSAR et al., 1999).

Na via ndo amiloidogénica (figura 5), a clivagem da PPA ocorre entre a lisina 16 e a
leucina 17 pela enzima o secretase. Logo em seguida ocorre liberacdo da porgdo N — terminal
soluvel da PPA pela y secretase (ALLINSON et al., 2003; VASSAR et al., 1999). Na outra
via denominada de via amiloidogénica (figura 5) a PPA é clivada por uma enzima chamada
secretase, que atua nos aminoacidos aspartato 1 e glutamina 11. Essa clivagem forca a

liberacdo de uma grande parte da PPA que logo em seguida sofre a a¢do da y secretase que



atua no fragmento carboxiterminal dentro da regido hidrofébica da membrana plasmatica
causando a liberagdo da proteina beta amildide (VASSAR et al., 1999).

N 40/82 C
PPA
VIA NAO AMILOIDOGENICA VIA AMILOIDOGENICA
Q secretase Q_; Vl‘ P secretase
N i 16 17 wa2 C N y w2 ¢

—— o e eeeed  esssed

| A
y secretase \Jd W y secretase
17 40/a2 C 1 40/42 C

L B Amildide

Figura 5: Protedlise da PPA. A via amiloidogénica, utilizando a enzima B secretase, e via ndo amiloidogénica,
utilizando a via o secretase. FONTE.

Apbds a formacdo da proteina beta amildide os agrupamentos sdo gerados em Varios
estagios: a primeira etapa € a formacdo de pares denominados oligbmeros. Em seguida, 0s
oligdbmeros véo se agregando e formam protofibrilas e por final as fibrilas, que vao originar as
placas neuriticas, como demonstrado na figura 6 (WALSH et al., 2002). As placas neuriticas
formam estruturas esféricas de 50 — 200 um de didmetro, compostas por um nucleo protéico
com 40 a 42 aminoacidos num emaranhado periférico associado com células microgliais e
astrogliais (IWATSUBO et al., 1994; MANDYBUR e CHUIRAZZI, 1990).

A BA também desempenha um papel toxico no meio intracelular, onde seus varios
estagios de agrupamento causam disfuncdes metabdlicas tais como o acimulo de Ca?”
intracelular levando a ativagdo de caspases e apoptose (GOMES-LEAL et al., 2004;
MOUSSA et al., 2006; NAKAGAWA et al., 2000). Além disso, pode causar a producdo em
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) que também véo resultar na degradagéo
celular (BEHL et al., 1994; STEFANOVA et al., 2005).



Além dos eventos patoldgicos primarios em decorréncia da morte celular endégena
por estresse oxidativo e degradacdo proteica, a BA também induz uma resposta inflamatéria
no sistema nervoso central (SNC), mediado pelas células microgliais (TUPPO e ARIAS,
2005). As micrdglias sdo células de defesa imunologica do SNC e patrulham o parénquima
cerebral eliminando residuos moleculares e celulares. As células microgliais expressam o
complexo principal de histocompatibilidade tipo Il (MHC classe II), citocinas pro-
inflamatdrias, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio e proteinas complemento(MOORE e
O’BANION, 2002).

0—f—8—

BA Oligdbmero Protofibrila Fibrila

Figura 6: Os vérios estagios da formagéo da placa neuritica. Adaptado de Laferla e colaboradores (2007).

As células microgliais ativadas se aglomeram ao redor da placa neuritica com a
finalidade de remover o excesso do polipeptidio BA (MOORE e O’BANION, 2002; TUPPO e
ARIAS, 2005). Entretanto, a resposta inflamatéria também causa destruicdo das células
nervosas, sendo que muito desses danos sdo mediados por citocinas pro-inflamatérias como a
inteleucina 1 B (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa). Outro
tipo celular que também participa do processo patogénico é o astrdcito, que é ativado pelo
acumulo de CJA o parénquima nervoso, num processo denominado astrogliose, e forma
envelopes ao redor desse aglomerado e evita que o mesmo se espalhe para regides vizinhas
(DICKSON, 1997; TUPPO e ARIAS, 2005).
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2.4.2. FORMACAO DO EMARANHADO NEUROFIBRILAR

A proteina Tau faz parte da familia de proteinas ligadas aos microtubulos,
denominadas de MAPs (microtubule associated proteins), cuja funcao principal é estabilizar
0s microtubulos através da agregacgdo das tubulinas (BALLATORE et al., 2007; KIKKAWA
et al.,, 1994). Em neurbnios saudaveis, a proteina Tau estd localizada principalmente no
axonio. Numa situacdo patologica, entretanto, a Tau € encontrada por todo o corpo celular
(KIKKAWA et al., 1994).

A hiperfosforilagdo da Tau ocorre principalmente através da ativacéo de trés cinases:
acinase sintase de glicogénio 3 (GSK3), cinase dependente de ciclina 5 (CDKS5) e a
cinase reguladora da afinidade para microtdbulos (MARK). Estas cinases adicionam radicais
fosfato a Tau forcando a dissociacdo do microtubulo (BRUNDEN et al., 2009). As cadeias de
proteina Tau vdo se agregando e formando emaranhados neurofibrilares (ENFs). Com o
aumento dos ENFs os microtdbulos tronam-se instaveis e levam a degeneragdo axonal
(BALLATORE et al., 2007; MAZANETZ e FISCHER, 2007).

a) Neuronio Saudavel

Microtubulo estavel Tau

Microtibulo

Perda da proteina Tau
Dissociacao do microtubulo

Figura 7: Desenho esquematico representando o desempenho da proteina TAU em neurdnios saudaveis (a)e

patolégicos (b). Adaptado de Brunden e colaboradores (2009).
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2.5. FATORES GENETICOS ASSOCIADOS COM A DOENGCA DE ALZHEIMER

Os primeiros estudos que revelaram a presenca de um fator hereditario associado com
a ocorréncia da DA ocorreram em 1925, quando pesquisadores determinaram que o historico
familiar era um fator de risco para o desenvolvimento da doenca (BUSFIELD e GOATE,
1995). Atualmente sabe-se que a doenca de Alzheimer possui Varios fatores genéticos
importantes que foram descritos nas ultimas décadas. Uma infinidade de genes que se
encontram alterados foram identificados nesses trabalhos, alguns com frequéncia maior do
que outros e extremamente relevantes de um ponto de vista médico pela provavel associacdo
causal com a DA (BUSFIELD e GOATE, 1995).

A DA classificada como doenca de Alzheimer familiar (WALSH et al.) ocorre
geralmente antes dos sessenta anos de idade, enquanto os primeiros sintomas da doenca de
Alzheimer esporéadica (HEAD e LOTT) ocorrem depois dos sessenta e anos (BERTRAM et
al., 2010). A forma esporadica da doenca possui maior prevaléncia, com cerca de 90 — 95 %
de todos os casos, como mostra a figura 8 (DUMANCHIN et al., 1998).

Alzheimer
Esporadico
90-95%

Alzheimer
Familiar
5-10%

Figura 8: indice em porcentagem da prevaléncia do Alzheimer. Familiar (em vermelho) e esporadico (em azul)
de casos registrados da doenca. Adaptado de Dumanchin e colaboradores (1998).
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2.5.1. MUTACAO NO GENE DA PROTEINA PRECURSORA AMILOIDE

A proteina beta amiloide é o maior componente proteico da placa neuritica e possuli
uma cadeia com 39 — 42 aminoacidos (BUSFIELD e GOATE, 1995; JARRETT et al., 1993;
YOUNKIN, 1998), que é formada pela protedlise da proteina precursora amil6ide (PPA), uma
glicoproteina transmembrana do tipo | possuindo apenas uma passagem pela membrana
celular (KANG et al., 1987). A PPA ¢ codificada pelo gene PPA (Proteina Precursora
Amildide), cujo lécus génico se encontra no cromossomo 21 (figura 9), mais
especificadamente na regido 21921.3 (HEAD e LOTT, 2004).

A PPA possui mais de 10 isoformas e 0 seu gene apresenta 19 exons com cerca de 190
kilobases, sendo 0s éxons 16 e 17 responsaveis pela BA (SELKOE, 2001; SOTO et al.,
1994). Estudo realizado por Johnston e colaboradores (1994), mostrou que a mutacao no exon
16 faz os neurdnios produzirem sete vezes mais proteina beta amiloide com 42 aminoacidos
no parénquima neuronal (DICKSON, 1997). Outra caracteristica intrigante é que 0s
portadores da Sindrome de Down apresentam precocemente caracteristicas patoldgicas
idénticas aos dos portadores da DA, como alta produgdo de BA e perda cognitiva semelhante
aos portadores de DA (BUSH e BEAIL, 2004).

Regidop

Centromero

«—— APP

Regidioq

Figura 9: Desenho esquematico do Cromossomo 21. A seta indica a localizacdo do gene da proteina precursora
amilbide adaptado (ZANA et al., 2007).
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2.5.2. MUTACAO NOS GENES DAS PROTEINAS PSEN-1 e PSEN-2

As alteracdes do gene PS-1 e PS-2 estdo entre as variagdes genéticas mais estudadas
relacionadas com a DA. Ja foram identificadas cerca de 180 tipos de mutacdes somente no
gene PS-1, porém o mecanismo que causa as mutacfes é desconhecido (BATEMAN et al.,
2001; LARNER, A. J., 2011). O gene PS-1 possui 10 éxons e esté localizado no cromossomo
14 (14924.2), que codifica a proteina presenilina 1 (PSEN-1). Esta proteina possui varias
funcBes, como a sinalizacdo celular que auxilia na maturacdo e no desenvolvimento celular,
além da regulacdo mitdtica da celula (HO e SHEN, 2001; LI et al., 1997). As mutagdes que
ocorrem no gene PS-1 sdo geralmente a substituicdo da base nitrogenada citosina por timina,
modificando o codon 170 onde o aminoacido serina é trocado pela fenilalanina (SNIDER et
al., 2005). Essa mutacao causa deposi¢do macica no cérebro de [1-amil6ide, ENFs e formacéo
de corpos de Lewi em varias regiGes do encéfalo, como o tronco encefélico, as regifes
limbicas e o cortex cerebral (GOLAN et al., 2007; PICCINI et al., 2007).

Outro gene, 0 PS-2 que origina a proteina presenilina 2, constituinte da enzima vy-
secretase, possui 12 éxons localizado no cromossomo 1 (1g42.13). Diferente da proteina
PSEN-1, suas mutacbes sdo raras e causam pouca influéncia no processo patoldgico
(SCHELLENBERG et al., 1992).

p

Endoproteolysis

Subcom plex

Pen-2 Presenilin Nicastrin Aph-1
Presenilin 1 Aph-1a
Presenilin 2 Aph-1b

Cytosol

Figura 10: Complexo proteico da enzima vy secretase e Seus constituintes (PEN-2, Presenilina 1 e 2, nicastrina e
APH-1).Adaptado de (WAKABAYASHI e STROOPER, 2008)
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2.5.3. MUTACAO NO GENE DA PROTEINA TAU

A proteina Tau desempenha um papel importante na patogénese do DA e 0 Sseu gene,
denominado MAPT, localiza-se no cromossomo 17 (17g21.31) e também sofre mutacéo,
rearranjo ou até mesmo delecdo em casos de DA (LLADO et al., 2007). Esses tipos de
variacbes génicas também sdo observadas em pessoas com atraso mental, atraso no
desenvolvimento e distdrbios de aprendizagem (KOOLEN et al., 2006; LLADO et al., 2007).

A mutacdo do gene MAPT causa 0 aumento da proteina glicogénio sintetase cinase
beta 3 responsdvel por fosforilar a proteina Tau, ocasionando degeneracdo da estrutura
microtubular do neur6nio, provocando colapso no crescimento de neuritos, transporte
mediado por microtibulos e maturacdo dos oligodendrocitos (ZHANG et al., 2011). Em
certos casos o0 gene MAPT sofre duplicacdo, causando o aumento da proteina beta amildide e

da concentragdo proteina Tau livre (ZHANG et al., 2011).

2.5.4. MUTACAO NO GENE DA PROTEINA MACROGLOBULINA ALFA 2

Outro gene que adquiriu bastante importancia pelo seu provavel envolvimento na
génese da DA é o A2M, que codifica a proteina macroglobulina alfa 2 (a2M), um receptor
lipoprotéico (HOPE et al., 2003). Esse gene esta localizando no cromossomo 12 (12p13.31),
possuindo cerca de 48Kb com 36 éxons e tem um papel importante na regulacdo da proteina
BA, removendo-a do sistema e diminuindo a formagdo das placas neuriticas (HOPE et al.,
2003). A proteina 02M tem uma fungdo importante durante a acumulagdo da BA no
parénquima neuronal, se ligando ao peptideo patogénico no meio extra celular (KOVACS,
2000). Apos formagdo do complexo a2M/BA, o complexo reconhecido receptor denominado
LRP, assim facilitando a fagocitose pela célula e sendo destruida na estrutura lisossomal
(BIAN et al., 2005; KOVACS, 2000).

Estudos envolvendo o polimorfismo do gene A2M mostraram que alteracdo devido a
delecdo do éxon 18 pode causar uma grande aumento da proteina beta-amil6ide, porém
possiveis mutagdes nesse gene causam aparecimento da doenga de Alzheimer na forma tardia
(KOVACS, 2000).
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2.5.5. MUTACAO NO GENE DA APOLIPROTEINAE

A familia de genes ApoE codifica a Apoliproteina E, cujo l6cus génico se encontra no
cromossomo 19 (19q13.2) e possui trés isoformas &2, &3 e ¢4 envolvidas com a DA do tipo
esporadico (ROSES, 1994; WIJSMAN et al., 2004). A apoliproteina E € uma glicoproteina
com 317 aminoacidos e estd envolvida com a producdo de lipidios e com o processo de
regeneracdo neuronal, sendo os astrécitos e as microglias os maiores produtores de Apo E no
SNC (OJOPI et al., 2004). Varios estudos vém demonstrando uma relacéo entre esse gene e a
DA (OJOPI et al., 2004; ROSES, 1994).

A isoforma &4 possui uma grande relevancia para a patogéneses da DA e alguns
estudos demonstram que a ¢4 contribui para a deposicdo de beta amil6ide, mas o mecanismo
ainda ndo é bem conhecido (RUBINSZTEIN et al., 1994). Dependendo da frequéncia do alelo
que codifica a isoforma ocorre uma maior (¢4/¢4) ou menor (e3/¢4) influéncia na doenca.
Alguns estudos em camundongos com tendéncia em formar placas neuriticas
demomonstraram que quando o alelo €4 é nocauteado ocorre uma diminuicdo significantiva
da quantidade de placas neuriticas (BALES et al., 1997).

A apoliprotéina E desempenha a funcéo de limpeza dos oligdmeros de beta amiloide.
As duas moléculas possuem uma elevada afinidade: a Apo E se liga na BA, fazendo a
mediacdo entre a proteina patogénica e o receptor LDL, que vai auxiliar na fagocitose da BA e
sua destruicdo na estrutura lisossémica. Quando a isoforma &4 é expressa no individuo, esse
mecanismo neuroprotetor falha, ocasionando o aumento de placas neuriticas (KIM et al.,
2009).

2.6. CITOGENETICA DA DOENCA DE ALZHEIMER

Os cromossomos podem sofrer variagBes estruturais ou numéricas que podem resultar
no surgimento de doencas (BAJIC et al., 2009). Existem trés grandes técnicas para estudar as
variagfes gendmicas: citogenética, citogenética molecular e a genética molecular (BAJIC et
al., 2009). A citogenética (classica ou molecular), entretanto, vem desempenhando um papel
importante no estudo de macro anomalias do genoma.

A primeira sugestdo da relacdo entre o numero de cromossomos e a doenga de
Alzheimer surgiu da observacdo de pacientes com sindrome de Down (SD). Na SD os
portadores da doenca possuem trés copias do cromossomo 21 (trissomia) e a expressdo da

PPA ¢ potencialmente maior do que em individuos que sdo diploides (ROYSTON et al.,
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1999). Por volta da quarta década de vida, a expressdo de proteina precursora amiloide é 50%
em individuos com SD é maior que em portadores de DA (GELLER e POTTER, 1999).

Individuos considerados normais também podem apresentar sintomas semelhantes a
DA pela ocorréncia da trissomia do cromossomo 21 (GELLER e POTTER, 1999). Essa
caracteristica € devido ao processo de mosaicismo, quando temos a presenca de dois ou mais
caridtipos diferentes em um mesmo individuo ou linhagem celular (figura 11). A frequéncia
do mosaicismo pode estar também associada com a DA, através dos efeitos na producédo da
proteina precursora amiloide (POTTER, 1991).

Doenga de Alzheimer Doenga de Alzheimer
Familiar Esporadico

¢

@/ \@ i / \
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Médiﬁllzl:?tl:?;?ardio MédiﬁI/ZI:?t::EeTrardio

Figura 11: Diagrama esquematico do modelo baseado na disjuncdo cromossémica tipo sindrome de Down
(trissomia do 21). Note que pacientes DA apresentam mosaicismo médio e leve na divisdo mitética. Adaptado de
(POTTER, 1991).

A presenilina 1, outra proteina ligada a DA, também desempenha um papel na
regulacdo mitdtica, influenciando na segregacdo cromossomica (BOERAS et al., 2008).
Alguns estudos vém demonstrando que as pessoas com a DA e que apresentam mutacGes nos
genes PS-1 possuem mosaicismo cromossomico decorrente de modificagbes no eixo
funcional e estrutural mitotico (BOERAS et al., 2008). Outro evento associado com a
deméncia é a divisdo precoce do centromero ou DPC (NORDENSON et al.,, 1980;
ZIVKOVIC et al., 2006). A DPC (Figura 12) é um fendmeno de perda do controle sobre a
separacdo sequencial e a segregacdo dos centrdmeros do cromossomo, caracterizada pela
separacdo distinta das cromatides mais cedo do que o normal, causando desequilibrio
cromossémico (FITZGERALD et al., 1986; MEHES e BUHLER, 1995). A frequéncia de
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mosaicismo cromossdémico ligado & deméncia ainda é pouco compreendido, assim como a
frequéncia de duplicacdo e/ou delecdo individual de cada cromossomo ligado & DA ou a

manutencdo da mesma.

Figura 12: Desenho esquematico da divisdo precoce do centrdmero ocasionando a instabilidade cromossémica.
Seta mostra 0 cromossomo com suas cromatides separadas apresentando dois centrdmeros. Adaptado de (BAJIC

et al., 2009)

Neste trabalho, propomos uma avaliacdo da frequéncia especifica das alteracbes de
aneuploidia dos principais cromossomos que contém genes ligados & DA (1, 14 e 21) em
mulheres com sinais de deméncia indicativos de DA. A partir da correlacdo das eventuais
alteracbes cromossdmicas encontradas com o grau de disfuncdo cognitiva dos pacientes

discutiremos a possibilidade de utilizar o padrdo de altera¢cbes cromossémicas como um

possivel biomarcador da DA.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Verificar o potencial da andlise cariotipica de linfocitos do sangue periférico como
biomarcador para a doenca de Alzheimer.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a frequéncia de monossomia e trissomia em linfocitos periféricos de mulheres

com diagndstico de Alzheimer;

e Avaliar a correlagdo entre a frequéncia de alteracdo cromossdmica e o desempenho

cognitivo em possiveis portadores da doenca de Alzheimer

e ldentificar parcialmente os cromossomos com maior frequéncia de dele¢do ou

duplicacdo em possiveis portadores da doenca de Alzheimer.
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4. MATERIAIS E METODOS
41  CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No presente estudo, foi selecionada uma amostra de dez mulheres com diagndstico
tentativo de DA acompanhadas pelo Departamento de Geriatria do Hospital Universitario
Jodo Barros Barreto (Municipio de Belém) para comporem o grupo experimental e dez sem
sinais evidentes da DA para compor o grupo controle. Todos os participantes possuiam idade
igual ou superior a 65 anos (Figura 13; Tabela 1). O desenho experimental foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos da UFPA (PROTOCOLO

n°1701/05). Os critérios de incluséo e exclusio estdo demonstrados na Tabela 1.

n=10 n=10

Pacientes Saudaveis Pacientes com Alzheimer
Codigo DACTR Caodigo DA

Figura 13: Desenho esquemaética do desenho experimental e nimero amostral.

Tabela 1: Critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos na pesquisa.

Critério de Incluséo Critério de Exclusao

Idade > 65 anos Idade <65 anos

Grupo DA: Diagnostico sugestivo de
deméncia do tipo Alzheimer através de Quadro de hipertensao

avaliagcdo médica

Grupo  controle: Possuir ~ funcGes  Historico familiar de deméncia vascular

cognitivas consideradas saudaveis. ou do tipo Alzheimer
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42  AVALIACAO COGNITIVA DOS PACIENTES E QUESTIONARIO SOCIO
ECONOMICO

Todas o0s participantes responderam um questionario socio econdmico para
proporcionar uma melhor caracterizacdo do grupo amostral, incluindo escolaridade, idade,
raca, quantidade de filhos, consumo de &lcool e tabaco, entre outros (Anexo 1). Para verificar
0 estado cognitivo dos participantes utilizamos o Mini Exame do Estado Mental (MEEM)
adaptado, onde sdo avaliadas funcGes como: orientacdo temporal e espacial, memoria
imediata, atencdo e calculo, evocacdo das palavras e linguagem, totalizando 30 pontos
(FOLSTEIN et al., 1975).

4.3. COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletados de cada paciente de 2 a 5 mL de sangue venoso periférico por
puncao, utilizando seringa previamente heparinizada em fluxo laminar (Liquemine, Roche).
Em seguida, as amostras coletadas foram acondicionadas em caixas térmicas com temperatura
em torno de 4 °C e transportadas para o Laboratorio de Citogenética da Universidade Federal

do Pard (UFPA), onde foram semeadas em frascos de cultura.

44  CULTURA DE LINFOCITOS

Para obtencdo de cromossomos metafasicos nos utilizamos a técnica de cultura
temporéria de linfocitos com o auxilio do meio de cultura de linfocitos humanos (Cultilab).
Os frascos foram fechados, agitados e colocados em estufa a 37°C durante 72 horas. Apos 71
horas de cultivo foram acrescentados 0,20 mL de colchicina 10°M e, por fim, os frascos
foram agitados e levados novamente a estufa até completar as 72 horas. Completado este
tempo, os frascos foram retirados da estufa e agitados suavemente para desprender as células
aderidas ao fundo. Em seguida, o material biol6gico foi transferido para um tubo falcon e
submetido a centrifugacdo (1000 / 2000 r.p.m.) por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e adicionamos 6 mL de solucdo de Cloreto de Potassio (KCI) 0,075 M,

previamente a 37°C.

O material foi entdo resuspendido e deixado na estufa a temperatura de 37°C, por

aproximadamente 25 minutos. Apds este tempo, foram colocados 1-3 mL de fixador Carnoy
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(metanol + &cido acético, na proporcao 3:1), a fim de parar a acdo da solugdo hipoténica. Em
seguida o material foi novamente centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante desprezado.

Apos a centrifugacdo, foram colocados 5 mL de fixador Carnoy recém-preparado, 0
material foi resuspendido e centrifugado por 7 minutos, trocando-se fixador por mais trés

vezes, seguido do condicionamento no freezer permanecendo overnight (Figura 14).

Realizagao do
questionario, MEEM,

coleta de sangue (3 ml) = %
e incubacgao das Adicao de solugao Fixador

células Cochicina KCL Carnoy

| b |

Oh 1 72h

Cultivo Celular

Figura 14: Desenho experimental. O tempo zero representa 0 momento em que se aplicou o questionario
socioeconémico, o teste do MEEM modificado e realizamos a coleta de material bioldgico. Cultura do material
bioldgico por 72 horas e todos 0s procedimentos para preparacdo metafasicas.

45. PREPARACAO DAS LAMINAS

As laminas foram rigorosamente limpas com detergente neutro e receberam dois
banhos com &gua destilada \ antes de serem usadas. Apds o procedimento de limpezas, as
laminas foram acondicionadas em recipientes de plastico contendo metanol + acido acético,
na proporgdo 5:1 e mantidas em temperatura de 4°C. Antes da utilizagdo das laminas, as
mesmas foram postas em solucdo contendo etanol e éter etilico na proporcédo de 1:1 para
limpeza final, com secagem em temperatura ambiente. Entdo, foi pingado um volume de 20
puL de material previamente resuspendido e as laminas foram deixadas secando na

temperatura ambiente.

Em seguida, as laminas foram envelhecidas em estufa a 37°C por pelo menos trés dias
para em seguida serem analisadas e posteriormente submetidas a bandeamentos

cromossOmicos.
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4.6. TECNICAS DE CITOGENETICA CLASSICA
4.6.1. COLORACAO CONVENCIONAL

Para andlise e identificacdo dos cromossomos, as laminas foram submetidas a
coloragdo com corante Giemsa, diluido em tampdo fosfato (0,2M Na2HPO4 + 0,2M
NaH2PO4), pH 6,8, na proporg¢éo de 1:30, respectivamente, durante 7 minutos. Passado esse
tempo as laminas foram lavadas com &gua destilada e secadas em temperatura ambiente
(Figura 15).

A B @ 7'30"| ¢ @ 30
&) 23
0 6
=F -
Secagem do material
Pingagem do material Tamp3o + Corante em temperatura Visualizacdo do
citolégico Giemsa (3:1) ambiente indice metafasico

sCaptura das metafases para
contagem numérica dos
Cromossomos.

Figura 15: Desenho esquematico do procedimento de coloragdo convencional por Giemsa e de captura das
metafases. Adaptado de (AMARAL et al., 2008).

4.6.2. BANDEAMENTO CROMOSSOMICO
4.6.2.1. BANDEAMENTO CROMOSSOMICO G

O bandeamento G foi realizado para obter uma melhor identificacdo cromossémica.
Com o auxilio de uma pinga, as ldminas com preparacdes citoldgicas foram colocados por 1
minuto e 10 segundos dentro de uma solugdo 2xSSC (0,3 M NaCl + 0,03 M Na 3C6H507)
aquecida em banho Maria a 60 °C. Em seguida foram retiradas e lavadas rapidamente com

agua destilada na temperatura ambiente e postas para secar em estufa a 60°C.

As laminas foram coradas com solucdo de Wright (0,125 g de diluido em 50 mL de

Metanol) em tampéo fosfato (pH 6,8) na proporcao 3:1, durante 2 minutos e 30 segundos.
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ApoOs esse tempo as laminas foram lavadas com &gua destilada, postas para secar a

temperatura ambiente e analisadas em microscopio dptico (Figura 16).

A B £ 1107 C © 230"
D )
= I

AN |
a v

G
Pingagem do material Passagem pelo 2x5S¢ Tampéo + Corante Wright
citologico {3:1)

D
*Captura das metafases para
contagem numérica dos
cromossomos € montagem do
cariotipo.

Figura 16: Desenho esquematico do procedimento de bandeamento cromossdmico e de captura das metafases.
Adaptado de (AMARAL et al., 2008).

4.6.3. OBTENCAO DE DADOS ATRAVES DA COLORACAO CONVENCIONA E
BANDA G

As fotomicrografias do material citolégico corado pela técnica convencional e pela
técnica de bandeamento G foram analizados com o auxilio do programa Applied spectral
imaging (GENASIS), para determinacgdo quantitativa dos cromossomas em metafésicos: com
cariotipo normal (46), monossomia (45) e trissomia (47), sem descriminacdo especifica de

Cromossomos ou grupo de cromossomos alterados (Figura 17).
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Figura 17: Fotografia demonstrando a analise quantitativa e qualitativa das metafases coradas por meio
convencional e bandeamento G.

4.7. CITOGENETICA MOLECULAR
4.7.1. HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE

A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (VASSAR et al.) foi realizada segundo
o protocolo desenvolvido no Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade de
Cambridge. Realizamos a técnica de FISH na cultura de linfocitos de amostras de sangue de
guatro pacientes DA e quatro pacientes controle selecionados de modo aleatério. Os
cromossomos hibridizados foram o cromossomo 1, o cromossomo 14, e 0 cromossomo 21
(Figura 18).
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DMA Cromossdmica

Desnaturagae DNA Cromosstmics ¢ snaluracio Sonds
T

Figura 18: Principais etapas da hibridizacéo in situ fluorescente.

4.7.1.2. PREPARACAO DAS LAMINAS

Em funcdo da técnica de hibridizacdo in situ (HIS) ser um procedimento relativamente
longo e dispendioso € necessario que as laminas estejam bem lavadas, sem resquicios de
oxidacdo e, principalmente, com um bom indice metafasico. Para controlar a qualidade das
laminas, antes de serem utilizadas na HIS elas foram analisadas em microscopia de contraste
de fase. Apés a escolha das laminas, estas foram mergulhadas em uma solucdo de pepsina,
por 2 a 5 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas 3 vezes em solucdo de 2xSSC por 1

minuto em cada solucdo.

ApoOs a pepsinizagdo, as laminas foram desidratadas em uma bateria de cinco
concentracdes crescentes de etanol (2x 70%, 2x 90% e 1x 100%; 2 minutos em cada, com
excecdo do ultimo que ficou 4 minutos) e na sequéncia foram mantidas a 60 °C por uma hora

e meia.
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4.7.1.3. DESNATURACAO DAS SONDAS

Para a desnaturacdo das sondas foram realizadas as seguintes etapas: Inicialmente,
foram colocados em banho-maria 37 °C por 30 minutos a aliquota com a sonda alvo e o
tampdo de hibridizacdo. Apos este tempo as aliquotas foram agitadas e centrifugadas em
vortex e em seguida foi preparado o mix de hibridizagdo, em um eppendorf contendo 13 pL
de tampao de hibridizagdo e 2 pL de sonda. A preparagéo final do mix ficou 10 minutos em

banho-maria a 70°C.

4.7.1.4. DESNATURACAO DO DNA CROMOSSOMICO

Para a desnaturagdo do DNA cromossomico foram realizadas as seguintes etapas: A
laminas foram retiradas da estufa 60 °C para serem incubadas em solucédo de formamida 70%,
65°C, por 1 minuto e meio. Em seguida, as laminas foram imediatamente mergulhada em
etanol gelado 70%, por 4 minutos, seguido da série de etandis mantido em temperatura
ambiente (1x 70% por 2 minutos , 2x 90% por 2 minutos cada e 1x 100% por 4 minutos).

4.7.15. HIBRIDIZACAO

Apos as etapas de desnaturacdo, seguiram-se as etapas de hibridizag¢do: 15 uL de mix
foram coletados do eppendorf e postos sobre a lamina. Na sequéncia, as laminas foram
cobertas com uma laminula limpa e lacrada com cola de tubo PVC semiflexivel (Cola Vinil —
Brascola), as laminas foram deixada em uma caixa de metal e mantidas em banho-maria por

72 horas, a 37°C, ou mantida em camara escura em estufa a 37 °C, durante o mesmo periodo.

4.7.1.6. LAVAGENS DE ESTRINGENCIA

Tecnicamente, o nivel de estringéncia indica a percentagem minima de nucleotideos
corretamente pareados entre a sonda e o DNA-alvo. O nivel minimo de estringéncia €
necessario para manter a estabilidade da molécula hibrida, eliminando as marcagdes
inespecificas. O processo de lavagem da lamina foi realizado da seguinte maneira: o selante e
a laminula foram removidos e em seguida mergulhados duas vezes em solucao de formamida
50% a 40 °C por 5 minutos. Decorridos os dez minutos, as laminas foram mergulhada duas

vezes na solucdo de 2xSSC, pelo mesmo periodo e temperatura da solucdo anterior. Em
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seguida, as laminas foram incubada em uma solucdo de Tween 20%/ 4xSSC, a temperatura

ambiente, por 4 minutos.

4.7.1.7. DETECCAO DOS SINAIS DE HIBRIDIZACAO

Os sistemas de marcagéo e detecgéo utilizados no presente trabalho foram escolhidos
de acordo com o tipo de experimento executado (simples ou multicor) e de acordo com o tipo
de marcacdo da sonda (marcacdo direta ou indireta). Independente do tipo de experimento, ou
do tipo de marcacdo da sonda, foi utilizado uma solugao corante de DAPI (4’6- Diamino-2-
Fenil-Indol) que tem afinidade por sequéncias de DNA ricas em AT, o que resulta em um
padréo de bandas semelhante ao produzido por bandeamento G, permitindo a identificacéo
dos pares cromossémicos. Além disso, a coloracdo com DAPI funciona como contra-corante,

revelando nitidamente a morfologia cromossémica (Tabela 1).

Tabela 1: Sondas utilizadas e seus fluorocromos especificos

SONDA FLUOROCROMO/COR MARCACAO
Cromossomo 1 FITC/verde Direta
Cromossomo 14 Cy3-Avidina/vermelho Indireta
Cromossomo 21 FITC/verde Direta
Cromossomo 21 Degoxigenina/Verde Indireta
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48  ANALISE ESTATISTICA
4.8.1. QUANTIFICACAO DA ALTERACAO CROMOSSOMICA

Os resultados obtidos estdo representados através dos valores de média = desvio
padrdo da média. Utilizamos o TEST t de Student, seguido do pds-teste Mann-Whitney para
comparagao entre 0s grupos e o nivel de significancia foi considerado o = 0,05.

4.8.2. ANALISE DE CORRELACAO

Realizamos a anélise de correlacdo Pearson entre as varidveis: alteracdo cromossdémica
(monossomia e trissomia), teste de desempenho cognitivo (MEEM) e idade para verificar
possiveis associagdes entre a doenca de Alzheimer e o perfil cromossémico dos pacientes.
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5. RESULTADOS
5.1. CARACTERIZACAO AMOSTRAL E TESTE DE RASTREIO COGNITIVO

Os individuos de ambos os grupos responderam o questionario socioeconémico e
possuiam idade media semelhante (DA 81,9 + 4,7; CTR 79,4 = 9,5) (ver Tabela 2). A
distribuicdo das racas é heterogénea nos dois grupos. As médias de filhos gerados pelas
mulheres dos dois grupos também sdo semelhantes, sendo que o grupo DA tinha uma
frequéncia maior de ocorréncia de casos de aborto do que o grupo controle. A maioria da
populacdo amostral € oriunda do interior do estado e o nivel de escolaridade predominante € o
ensino infantil completo. Com relacdo ao estilo de vida, o consumo de bebida alcodlica é
proporcionalmente igual entre os dois grupos e o consumo de tabaco € maior no grupo

controle (ver Tabela 2).

Tabela 2: Perfil amostral dos grupos DA e CTR obtido do questionario e teste MEEM.

DA CTR
Idade 81,9+4,7 79,4+95
MEEM 17,1+5,4 28,6 +1,2
Raca
Branca 40% 40%
Indigena 20% 10%
Parda 30% 20%
Negra 10% 20%
Oriental - 10%
Origem
Regido Metropolitana 40% 30%
Interior 60% 70%
Estilo de vida
Cigarro 20% 40%
Bebida Alcoolica 40% 40%
Maternidade
Filhos 42+3.1 3821
Aborto 30% 20%

Numeros descritos em porcentagem e em média + desvio padrdo
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52. ANALISE DA CITOGENETICA CLASSICA E BANDEAMENTO
CROMOSSOMICO

Para verificar a frequéncia de alteracdo cromossomica utilizamos a técnica de
citogenética classica e do bandeamento G. Obtivemos uma avaliacdo da frequéncia de
monossomia e trissomia nas metafases obtidas (115,1 = 16,2) através da cultura de linfocitos
de todos individuos de ambos os grupo, ou seja, dez mulheres portadoras do mal de

Alzheimer e dez mulheres saudaveis (Tabela 3).

Tabela 3: Frequéncia de monossomia e trissomia de cada pacientes dos grupos DA e CTRL.

Pacientes N° total Frequéncia de monossomia Frequéncia de Trissomia
Células Absoluta Relativa Absoluta  Relativa
DA001 146 37 25,34% 11 7,53%
DA002 108 21 19,44% 11 8,33%
DAO003 144 30 20,83% 4 2,77%
DA004 104 16 15,38% 9 8,65%
DAO005 104 14 13,46% 6 5,76%
DAO006 100 16 16,00% 10 10,00%
DA007 117 16 13,67% 9 7,69%
DAO008 135 15 11,11% 11 8,14%
DAO009 115 17 14,78% 9 7,82%
DAO010 102 10 9,80% 6 5,88%
CTRLO01 101 8 7,92% 4 3,96%
CTRLO002 107 7 6,54% 4 3,73%
CTRLO03 103 10 9,70% 3 2,91%
CTRLO004 103 6 5,82% 1 0,97%
CTRLO005 101 5 4,95% 3 2,97%
CTRLO06 145 11 7,58% 9 6,20%
CTRLO07 124 10 8,06% 5 4,03%
CTRLO008 128 7 5,46% 4 3,12%
CTRLO09 101 5 4,95% 2 1,98%
CTRLO10 114 9 7.89% 6 5,26%
. Monossomia Global Trissomia Global
Pacientes - : - — - ~
Média Desvio padrao Média  Desvio padrdo
Alzheimer 15,981 4,696 7,257 2,007
Controle 6,892 1,582 3,776 1,995
*(p) = < 0.0001 <0.0015

*Teste estatistico usado: Test T de Student, pés — Mann-Whitney.

Na analise do indice de monossomia global (Tabela 3), nossos resultados
demonstraram que as mulheres portadoras da DA apresentam uma taxa elevada de metafases

com quarenta e cinco cromossomos (15,98 + 4,70) em comparacdo com os individuos do
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grupo controle (6,89 + 1,58), com uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0001)
(Figura 19).

A analise da frequéncia de trissomia demontra que as mulheres do grupo DA também
possuem uma taxa elevada de alteragdo cromossémica (7.257 + 2.007) em compara¢do com 0
grupo controle (3.776 + 1.995), com uma diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (p= 0,0015) (Figura 20). A adicdo cromossdmica (trissomia), portanto, ocorre com

uma frequéncia aproximadamente 50% menor que a monossomia.
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Figura 19: Fregiiéncia de monossomia do grupo controle e do grupo DA. A andlise estatistica demonstra que o 0s

dois grupos diferem com relacdo a essa variavel (p=0,0001 (TEST t de Student, seguido do pds-teste Mann-
Whitney).
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Figura 20: Frequiéncia de trissomia do grupo saudavel (controle) e do grupo DA. A analise estatistica demonstra

gue o os dois grupos diferem com relagdo a essa variavel (p=0,0015 (TEST t de Student, seguido do pds-teste
Mann-Whitney).
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53. CORRELACAO ENTRE DESEMPENHO COGNITIVO E  PERFIL
CROMOSSOMICO

A avaliagdo da frequéncia de monossomia e trissomia nos dois grupos experimentais
demonstrou que as mulheres com suspeita de DA apresentam um grau elevado de
mosaicismo cromossémico. A partir dessa constatacdo, avaliamos a possibilidade de
correlagdo entre os eventos cromossOmicos e o desempenho cognitivo avaliado com a
aplicacdo do teste mini exame do estado mental (MEEM), adaptado de FOLSTEIN e
colaboradores (1976). O resultado do teste de correlacdo entre a frequéncia de monossomia e
0 score neurologico demonstrou uma relacdo negativa inversamente proporcional (r = -
0,5260) entre as variaveis, ou seja, quanto melhor ¢ o desempenho do paciente no MEEM
menor é a frequéncia de monossomia linfocitaria (Figura 21). Entretanto, embora a
correlacdo possa ser considerada de amplitude moderada, ndo ha significancia estatistica (p =
0,1183).

A analise de correlacdo entre a frequéncia de trissomia e o escore no teste MEEM dos
individuos com suspeita de DA apresentou uma correlacdo negativa fraca (r = - 0,2406),
(Figura 22), porém ndo significativa (p = 0,5031). Esses resultados demonstram que o evento
de adicdo cromossdmica (trissomia) € menos frequente que a delecdo cromossdmica em
pacientes com suspeita de DA e sugere que a monossomia pode ter uma maior relacdo com o

grau de déficits cognitivo dos pacientes.
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Figura 21: Correlagdo direta entre o score neurolégico (MEEM) e a frequéncia de monossomia de mulheres
portadoras de Alzheimer (r = - 0,5260; p = 0,5031).
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Figura 22: Correlagdo direta entre o score neuroldgico (MEEM) e a frequéncia de trissomia de mulheres
portadoras de Alzheimer (r = - 0,2406; p = 0,1183).
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5.4. ENVELHECIMENTO E A ALTERACAO CROMOSSOMICA

Realizamos o teste de correlacdo entre as variaveis frequéncia de alteracdo
cromossémica e idade dos individuos controle para verificar se o nivel de mosaicismo
aumenta em decorréncia do envelhecimento. O teste de correlagdo produziu uma correlagédo
positiva entre as duas varidveis (r= 0,5437), porém ndo significativa (p= 0,1042). Este
resultado sugere que a frequéncia de alteracdo cromossdmica estd também relacionado com
fatores ligados ao envelhecimento, mas numa frequéncia mais baixa que aquela dos
portadores da doenca (Figura 23).

O teste de correlacdo direta entre a frequéncia de trissomia e a idade dos sujeitos do
grupo controle evidenciou uma associacgdo fraca (r=0,0980) e sem significancia estatistica (p=
0,7876). Da mesma forma que no grupo DA, a monossomia ocorre com uma frequéncia maior
que a trissomia no grupo controle (Figura 24).

A comparacdo da correlacdo entre frequéncia de monossomia e idade nos dois grupos
(Figura 25) demonstra que o grupo de DA (r = -0,0452) possui uma frequéncia maior de
monossomia, porém uma correlagdo muito fraca (p= 0,9013) ndo significativa. A Figura 25
mostra que o grupo DA difere do grupo controle, ndo seguindo a tendéncia do processo de
senescéncia celular do grupo controle. Pode-se observar no grupo DA a presenca de
aglomerado de alteracdo celular entre 75 - 85 anos.

A mesma analise para a trissomia mostra que o grupo DA apresenta uma correlacdo
negativa moderada (r= - 0,6069), embora sem significancia (p=0,0627). Também é observada
uma frequéncia maior de trissomia que no o grupo controle, que ndo segue a relacdo natural
do mosaicismo atrelado ao envelhecimento. 1sso sugere que a variavel que esta por tras da
grande frequéncia de monossomia e da frequéncia de trissomia, é provavelmente a DA e ndo

apenas o fator envelhecimento (Figura 26).



Figura 23: Correlagdo direta entre a frequéncia de monossomia das mulheres saudaveis e idade.
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Figura 24: Correlagdo direta entre a frequéncia de trissomia das mulheres saudaveis e idade.
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Figura 25: Correlacéo direta entre a frequéncia de monossomia de mulheres saudaveis (CTR) e portadoras da

doenca de Alzheimer (DA) com a idade.

g

b
®

g

Frequéncia de Trissomia (%)

@® DA r=-0,6069
B CTRr= 0,0980

mo
o
<
-
<

IDADE

Figura 26: Correlacdo direta entre a frequéncia de trissomia de mulheres
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5.5. ANALISE DA FREQUENCIA DE MONOSSOMIA E TRISSOMIA EM
CROMOSSOMOS QUE POSSUEM GENES ASSOCIADOS A DOENGA DE
ALZHEIMER

Utilizamos a técnica de hibridizaco in situ para averiguar as possiveis aneuplodias em
cromossomos com genes relacionados com a DA. Analisamos a frequéncia de alteractes
numéricas do cromossomo 1 (Figura 26, 27, 28). Os resultados demonstram que as mulheres
sugeridas com DA apresentam uma frequéncia maior de monossomia do cromossomo 1 (4,28
+ 1,67) em comparacdo com o grupo controle (0,81 + 0,93) (p = 0,0294). O indice de
metafases contendo par de homélogos também diferiu, ja que o grupo controle (99,19 + 0,93)
apresentou uma maior integridade numérica de seus homélogos em comparacdo ao grupo DA
(95,71 £ 1,67). N&o registramos nenhuma ocorréncia de trissomia em relacdo ao cromossomo
1.

SCH1 /FITC

SCH1 /FITC SCH1 /FITC

Figura 27: Hibridizag&o in situ do cromossomo 1 (I6cus genético da proteina presenilina 2). Imagens
A, B e C representam o grupo controle e as imagens D, E e F representam o grupo Alzheimer.
Sondas do cromossomo humano 1 (SCH1) marcadas com FITC (verde) e contra coradas com DAPI
(azul).
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Figura 28: Frequéncia relativa de monossomia do cromossomo 1 no grupo controle (CTR) e Alzheimer (DA) e a
frequéncia relativa dos homélogos integros de ambos os grupos. com * p = 0,0294 (TEST t de Student, seguido
do pés-teste Mann-Whitney).
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Figura 29: Frequéncia relativa de diploidia do cromossomo 1 no grupo controle (CTR) e Alzheimer (DA) e a
frequéncia relativa dos homélogos integros de ambos os grupos. com * p = 0,0286 (TEST t de Student, seguido
do pos-teste Mann-Whitney).
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A anélise da frequéncia de alteracdo do cromossomo 14 e do cromossomo 21 (Figura
30 e 31) demonstrou que o cromossomo 21 ndo apresentou alteracdo numérica (tanto
monossomia quanto trissomia). JA& 0 cromossomo 14 apresentou uma baixa frequéncia de
monossomia (3,77 £ 0,94), que se mostrou significantiva (p= 0.0286) em relacdo ao grupo
controle (0,76 = 0,99). N&o houve visualizagdo de eventos trissomicos com relagdo ao

cromossomo 14 (Figuras 30 e 31).

.
-
C G

Figura 30: Hibridizacao in situ do cromossomo 14 (I6cus genético da proteina presenilina 1) e do cromossomo
21 (Locus genético da proteina precursora amildide). Imagens A, B, C e D representam o grupo controle e as
imagens E, F, G e H representam o grupo DA. Sonda do cromossomo humano 14 (SCH14) marcadas com Cy3
(vermelho) e sonda do cromossomo 21 marcadas com FITC (verde) e contra coradas com DAPI (azul)
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CTR

DA

Figura 31: Frequéncia de monossomia do cromossomo 14 no grupo controle (CTR) e Alzheimer (DA); com ***

p=0,0286 (TEST t de Student, seguido do p6s-teste Mann-Whitney).
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6. DISCUSSAO
6.1. QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO E FATORES DE RISCO

Além dos fatores genéticos contribuirem para o aparecimento da doenca de Alzheimer,
outros fatores ligados ao estilo de vida também podem influenciar no surgimento da DA.
Vérios estudos demonstram que o principal fator de risco para desenvolver a doenca é o
envelhecimento (LOBO et al., 2000). Das respostas ao questionario socio-econémico,
observamos que a media de idade dos integrantes do grupo DA (81,9 + 4,7) e controle (79,4 +
9,5) sdo semelhantes. Este fato descarta a idade como um fator de confusdo no presente
trabalho.

De acordo com Letenneur e colaboradores (2004) o fumo de tabaco diminui o risco de
desenvolver deméncia devido a alteracbes em vias colinérgicas e consequente induz
neuroprotecdo. Nossos resultados demonstram que o grupo controle possui 40% de individuos
fumantes cronicos e a frequéncia de alteracdo cromossdmica deste grupo € baixa em relacdo

ao grupo DA, que possui uma taxa de 20% de fumantes cronicos.

6.2. TECNICA PARA ESTUDO CROMOSSOMICO

A técnica utilizada neste trabalho possui um baixo grau de invasividade e foi baseada
em estudos citogenéticos humanos ja estabelecidos (PARK e SEO, 2011), utilizando a cultura
de linfécitos para a extracdo dos cromossomos metafasicos (BIALOPIOTROWICZ et al.,
2011; KISHI et al., 1987; TAWN, 1988). A analise dos cromossomos pode ser realizada
através da citogenética classica ou da citogenética molecular (VASSAR et al.), tanto em
células metafasicas quanto interfasicas (GELLER e POTTER, 1999).

6.3. ESTUDO CROMOSSOMICO-NUMERICO NA DOENCA DE ALZHEIMER

Atualmente, varios estudos tém demonstrado que algumas doengas neurodegenerativas
e também distdrbios psiquiatricos, podem surgir devido a instabilidade estrutural e/ou
numérica dos cromossomos (SMALL e MAYEUX, 2007; WAKABAYASHI e STROOPER,
2008). Essas alteragcdes sdo variadas e podem ocorrer por rearranjos cromossémicos ou
subcromossémicos que causam modificagOes estruturais (delecdes, duplicacdes, inversdes e
translocagbes) nos cromossomos (BIALOPIOTROWICZ et al., 2011), como por exemplo:

heteromorfismo cromossémico (mudangas heterocromaticas) (EPSTEIN, 1990), fragilidade
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cromossémica (ocorrendo quebra em locus especificos do cromossomo), (KISHI et al., 1987)
e aneuploidia e/ou poliploidia cromossomica (perda ou ganho do cromossomo inteiro)
(TAWN, 1988).

Estudos relacionando as variagcbes cromossomicas com as doencgas neurodegenerativas,
ainda sdo raros. E as primeiras tentativas de relacionar alteragcdes cromossomicas com a DA
focalizaram na trissomia do cromossomo 21, que é a alteracdo cromossémica numeérica
caracteristica em portadores da Sindrome de Down (ROYSTON et al., 1999). Alguns estudos
demonstraram que o0s portadores da Sindrome de Down apresentavam processos
fisiopatolégicos idénticos as pessoas acometidas pela DA (ROYSTON et al., 1999).
Posteriormente, ficou caracterizado que os portadores de Sindrome de Down expressam trés
vezes mais a PPA que, por sua vez, sofre clivagem proteolitica e gera a proteina BA no tecido
nervoso (EPSTEIN, 1990). Nossos resultados iniciais ndo demostraram alteracdes no
cromossomo 21 envolvendo monossomia e/ou trissomia. Porém, Geller e Potter (1999)
mostraram que 0 processo de trissomia do cromossomo 21 pode estar intimamente
relacionado com a patogénese da doenca de Alzheimer.

De acordo com Boeras e colaboradores (2008), alteracbes monossdmicas Sdo mais
frequentes que as alteragdes trissdmicas. Resultados semelhantes foram encontrados no
presente trabalho, onde a monossomia ocorreu com uma frequéncia entre 06 — 20%, enquanto
a frequéncia de trisssomia variou entre 4 — 8%. No encéfalo de uma pessoa normal, espera-se
uma frequéncia de aneuploidia em torno de 0,5 % para cada cromossomo, totalizando
aproximadamente 10 % de monossomia (IOURQV et al., 2009). Um portador de DA possuli
uma frequéncia média de aneuploidia entre 8 — 15 % (IOUROV et al., 2009). A Ataxia
Telangiectasia (BIALOPIOTROWICZ et al., 2011). uma doenca neurodegenerativa rara é
associada com uma frequéncia elevada de monossomia, atingindo 50 % (IOUROQV et al.,
2009).

6.4. A RELACAO ENTRE O MEEM E AS ALTERACOES CROMOSSOMICAS

Nossos resultados demostraram que o desempenho cognitivo no teste MEEM é
inversamente proporcional as alteragbes de monossomia e trissomia. Esses resultados
independem do aumento do mosaicismo cromossémico em decorréncia do envelhecimento
(FAGGIOLI et al., 2011; PERCY et al., 2005; SIKORA et al.,, 2011). Outra estrutura

relacionada com o aumento da instabilidade cromossdmica é a regido telomérica responsavel
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por dar estabilidade ao cromossomo, evitando perda de parte do genoma ou fusdes
cromossomais (TAKUBO et al., 2010).

Estudo em pacientes com Sindrome de Down no decorrer do envelhecimento
demonstrou que os individuos com idade elevada apresentavam cerca de 2 — 4 % de células
com cromossomo 21 em seu estado diploides, ou seja, um grupo de células perdeu sua
carateristica trissdbmica, voltando a normalidade (PERCY et al., 2005). Esse estudo mostra
gue o mosaicismo possui grande papel na diversificacdo genémica das células, podendo ser
benéficas ou ndo (PERCY et al., 2005).

Para a verificagdo do aspecto monossomico ligado ao envelhecimento, realizamos entéo
0 teste de correlacdo entre o grupo controle e varidveis como idade e alteracGes
cromossémicas. Observamos que a idade, no grupo controle, € responsavel pelo aumento do
mosaicismo cromossémico, como a literatura sugere (CALLEN e SURRALLES, 2004;
KORMANN-BORTOLOTTO et al., 1996; STONE e SANDBERG, 1995).

Utilizando também as variaveis como idade e alteracfes cromossémicas, constatamos
gue 0 mosaicismo nao segue uma tendéncia como na senescéncia celular em decorréncia do
envelhecimento, mas apresenta uma grande frequéncia de monossomia restrita entre 75 — 85

anos de idade formando um cluster de aneuploidia.

6.5. O PAPEL DE CADA CROMOSSOMO NA DOENCA DE ALZHEIMER

Os trabalhos sobre o papel de cada cromossomo e como eles contribuem para a DA
estdo restritos ao par 21, devido sua relacdo com a expressao aumentada de PPA, principal
proteina envolvida com a doenca. O aumento na expressao da proteina é provocado pela
trissomia (Geller e Potter, 1999). Além do cromossomo 21, nossos estudos verificaram
alteracdes numéricas nos cromossomos 1 e 14.

O cromossomo 1 representou 4 — 5 % das alteragcbes totais de monossomia e a
monossomia do cromossomo 14 representou 1 — 2 % das alteracOes totais de monossomia.

Alteracbes no gene da PS-1 e PS-2 podem potencializar a via amiloidegénica
contribuindo para o surgimento das altera¢cBes no parénquima cerebral associadas com a DA
(BOERAS et al., 2008). Varios estudos tém demonstrado que mutagdes no gene PS-1 provoca
0 aumento em 20% de aneuploidias, juntamente com a superproducdo de proteina beta
amiloide (BOERAS et al., 2008; DUFF et al., 1996).

Nossos resultados demostraram que os cromossomos 1 e 14 participam com 7% do

processo de alteragdo cromossomo-numérica, sendo considerado uma participacao
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relativamente baixa. Porém, o estudo de Boeras e colaboradores (2008) também demonstrou
que o gene PS-1 possui importante papel no regulacdo do ciclo celular, podendo alterar o grau
de condensacdo do cromossomo, além do centrossomo, causando a distribuicdo dos
microtibulos de forma desorganizada. Estudo envolvendo o gene PS-2 mostrou que a
mutacdo desse gene causa a diminuicdo ou até mesmo a interrupcdo do ciclo celular
(JANICKI e MONTEIRO, 1999; JANICKIA et al., 2000).
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7.  CONCLUSAO

e As mulheres com diagnostico preliminar de DA apresentam uma frequéncia elevada
de alteracdo cromossémica (monossomia e trissomia) em comparagdo com 0 grupo

controle;

e Evidenciamos uma correlacdo positiva entre alteracdo cromossémica e o nivel de

déficit cognitivo avaliado pelo MEEM;

e Existe uma correlagdo positiva entre idade e frequéncia de monossomia. O mesmo

ocorre para a trissomia;

e N&o constatamos eventos de trissomia ou monossomia ligadas ao cromossomo 21

responsavel por abrigar o gene PPA;

e Alteragdes de monossomia nos cromossomos que abrigam o cromossomo 1 e 14
podem estar influenciando na instabilidade de outros cromossomos, podendo

contribuir para o aparecimento da doenca ou piora cognitiva do paciente.
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