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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa progressiva e
irreversivel, com uma média de 37 milhfes de pessoas acometidas no mundo.
Como todas as outras doengas neurodegenerativas, a DA também se caracteriza
pelo comprometimento progressivo das células neurais. Outra caracteristica
analisada na DA é a presenca de uma neuroinflamacgéo cronica, e € nesse cenario
que o Fator de Necrose Tumoral (TNF) surge como alvo de estudo para novos
mecanismos de tratamento e terapia contra a DA. Dentre os polimorfismos do gene
TNF, seré destacado o -308 G>A rs1800629. O presente estudo teve como objetivo
avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo -308 G>A do gene TNF
e comparar as mesmas no grupo de pacientes com a doenca de Alzheimer, idosos
sadios e jovens sadios. Foram utilizados 244 individuos, sendo 81 pacientes com
DA, 80 idosos sadios e 83 jovens sadios. O DNA foi extraido a partir de sangue
periférico utilizando o QlAamp DNA BloodMidi Kit® - 51185 (QIAGEN). Para
determinar o polimorfismo foi usada a técnica de PCR e tratamento enzimatico com
Ncol, seguido pela eletroforese em gel de agarosea 2,5% para deteccdo dos
fragmentos. Foi observada uma diferenga estatisticamente significante na
distribuicdo dos gendtipos entre os grupos. O gendtipo GG foi predominante em
todos 0s grupos, entretanto os genotipos GA e AA apresentaram uma maior
variagao.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer. TNF. PCR-RFLP.



ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is an irreversible and progressive
neurodegenerative disease that affects an average of 37 million people around the
world. Like all the neurodegenerative diseases, AD is also characterized by the
progressive commitment of the neuronal cells. Another aspectanalyzed on AD is the
presence of a chronic neuroinflamation, and it is in this scene that the Tumor
Necrosis Factor (TNF) appears as the target of studies for new mechanisms of
treatment and therapy against AD. Between all the TNF gene polymorphisms, the -
308 G>A rs1800629 will be the one highlighted. This study had the aim to evaluate
the allelic and genotypic frequencies of the -308 G>A TNF gene polymorphism and
compare it among the Alzheimer’s disease group, healthy elderly group and healthy
young group. In total, there was 244 subjects, which 81 were AD patients, 80 were
healthy elderly patients and 83 were healthy young. The DNA was extracted from
peripheral blood through the QlAamp DNA Blood Midi Kit® - 51185 (QIAGEN). To
determine the polymorphism the PCR technique was used and an enzymatic
treatment with Ncol, followed by the electrophoresis in 2,5% agarose gel for the
fragments detection. It was observed a statistically significant difference between the
groups genotypes. The GG genotype was the prevailing one in all groups; however,
the GA and AA genotypes had a higher variation.

Keywords: Alzheimer’s Disease. TNF. PCR-RFLP.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERIZACOES DA DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) foi originalmente descrita como Dementia
Praecox em 1907, pelo neuropatologista alem&o Alois Alzheimer (MU e GAGE,
2011) e é caracterizada pela perda de memoria progressiva e déficit de funcéo
cognitiva. Atualmente a doencga de Alzheimer é a doenca neurodegenerativa mais
comum no mundo (SUKHORUKOV e MEYER-HERMANN, 2015) e ha previsdes de
que sua incidéncia ha de aumentar conforme a expectativa de vida da populacdo
mundial cresca (HAN, JY e HAN SH, 2014). A causa exata da DA ainda é
desconhecida, entretanto, sabe-se que € uma doenca multifatorial relacionada ao
envelhecimento (HAN, JY e HAN SH, 2014).

Por causa dos sintomas ndo especificos que caracterizam a doenga, seu
diagnéstico geralmente é quase sempre tardio (SUKHORUKOV e MEYER-
HERMANN, 2015). Atualmente, o diagndstico da DA é baseado em exames clinicos,
testes neurofisiolégicos e exames de imagem do cérebro, os quais, muitas vezes
ndo séo concludentes (MAYNARD et al., 2015). Para a realiza¢do de um diagnostico
mais confiavel, utilizam-se exames de imagem e pesquisa de biomarcadores
especificos, tais como ABR1-42, proteina tau fosforilada 181 e proteina tau total no
liquido cefalorraquidiano (MAYNARD et al., 2015; HARRIS et al., 2015). Ndo ha
nenhum teste para diagnostico definitivo da DA baseado em fluidos periféricos.
Testes assim ajudariam, e muito, na prevencdo e tratamento da doenga. O
diagnéstico definitivo da doenca de Alzheimer s pode ser feito post-mortem
(MAYNARD et al., 2015).

Tentativas farmacolodgicas para curar, interromper ou modificar a doenca tém
sido, de modo geral, infrutiferas (HAN, JY e HAN SH, 2014). Apesar das varias
pesquisas, ndo h4 atualmente nenhuma cura disponivel, apenas terapias que visam
diminuir a progressdo das les6es neuronais, as quais sdo mais efetivas nos estagios
iniciais da doenga (SUKHORUKOV e MEYER-HERMANN, 2015).

A doenca de Alzheimer afeta mais de 37 milhdes de pessoas no mundo todo
e seu fardo econémico é imenso. De acordo com o World Alzheimer Report de 2013,
o custo mundial da doenca atualmente € de mais de U$600 bilh6es de ddlares ou
aproximadamente 1% do PIB global (HU et al., 2014).



A prevaléncia da deméncia em diversas regi6es do mundo é de 1,17% na
populacdo entre 65 e 69 anos e mais de 50% na populagéo acima de 95 anos. Um
estudo brasileiro identificou uma prevaléncia de 7,1% para qualquer tipo de
deméncia na populagéo idosa, e 54% dos casos eram da doenga de Alzheimer. Uma
revisdo da literatura brasileira mostra uma prevaléncia de deméncia que varia de
51% a 19% em S&o Paulo, o que pode indicar que S&o Paulo tem ndameros
proximos a paises desenvolvidos do que as outras regides do Brasil (ALMEIDA et
al., 2014)

1.2 ASPECTOS GENETICOS DA DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer é uma doenca degenerativa progressiva multifatorial
com alteragBes patoldgicas no cérebro. E a principal forma de deméncia no mundo e
é definida pelo comprometimento gradual da memoria, fungdes cognitivas, e
comportamentais durante o envelhecimento (SUBASH et al., 2014).

A neuropatologia da DA é caracterizada pela rapida perda de sinapses,
degeneracdo de neurdnios e distlrbios no raciocinio, planejamento, percepcdo e
pensamentos racionais (SENIYA et al., 2010). Também é caracteristico da doenga a
deposicdo no cérebro de placas senis compostas de proteina 3 amiloide e
emaranhados neurofibrilares, os quais contém proteina Tau hiperfosforilada
(SUBASH et al., 2014).

A proteina 3 amiloide é gerada em consequéncia de clivagens sequenciais de
proteina precursora amiloide (APP) pelas enzimas B e y-secretase. Sua producao
anormal e acumulo de proteina no parénquima cerebral resultam na DA (HAN e
JUNG-MOOK, 2014). Juntamente com a proteina 3 amiloide, a proteina Tau
(emaranhados neurofibrilares) é outro fator determinante na patogénese da DA. A
proteina Tau desempenha um papel essencial, ndo apenas como proteina axonal,
mas também como regulador da fungdo dendritica (HAN e JUNG-MOOK, 2014)., ela
estabiliza os microtubulos (compde o citoesqueleto) (SUKHORUKOV e MEYER-
HERMANN, 2015) e seu processo de associagdo em condigdes normais. Durante a
patogenia da DA, Tau se torna hiperfosforilada, agregada e se acumula na forma
dos emaranhados neurofibrilares (HAN e JUNG-MOOK, 2014).

A relagdo entre os depésitos de placas senis/emaranhados neurofibrilares e a

degeneracgéo neuronal ainda néo estéo claros. Entretanto, a maior parte dos casos



de doenca de Alzheimer ocorre esporadicamente, resultante da influéncia de varios
fatores ambientais ndo genéticos. O mecanismo implicito na doenca de Alzheimer
aparenta ser diversificado, assim como os potenciais métodos terapéuticos para o
tratamento da mesma (SUBASH et al., 2014).

1.3 POLIMORFISMO -308 G>A DO FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF)

O Fator de Necrose Tumoral é uma citocina pro-inflamatéria multifuncional
produzida principalmente por macrofagos, e € o principal mediador da resposta
inflamatoria aguda a microrganismos e € responsavel por complicagfes sistémicas.
A familia do TNF consiste de 19 membros, os quais mediam diversas fungfes
biolégicas em uma variedade de sistemas (CHENG et al., 2015). A principal funcdo
do TNF é estimular o recrutamento de neutréfilos e monécitos para os sitios de
infeccdo a ativar essas ceélulas para erradicar os microrganismos. O TNF induz as
células endoteliais vasculares a expressarem moléculas de ades@o que se tornam
um adesivo da superficie endotelial para leucécitos no local de infec¢cdo (COUTINHO
et al., 2014). TNF € um potente mediador inflamatério, o qual é produzido por
mondcitos, macréfagos, células T CD4 e CD8, células natural killers, células
endoteliais, uma variedade de células ndo hematopoiéticas e também outras células,
como 0s mastocitos e os neutrofilos quando estimulados (BAZZAZ et al., 2014).

O Fator de Necrose Tumoral possui uma vasta gama de atividades bioldgicas,
incluindo a inducgédo da regresséo tumoral, febre, caguexia, choque, e resposta imune
celular (TOLIDE-IE et al.,, 2014). O TNF tem funcéo de regular os processos
biolodgicos, como a proliferacdo e diferenciagdo celular, apoptose, metabolismo de
lipidios, e coagulacé@o sanguinea (COUTINHO et al., 2014).

A expressao geral dos receptores do TNF através de uma grande variedade
de células e tecidos sugerem que o Fator de Necrose Tumoral estd envolvido em
vérias atividades bioldgicas. Além do seu papel no processo pro-inflamatério, o TNF
possui outras funcbes como a promocdo da proliferacdo de células T in vitro,
prevenir a delecdo de células T induzidas por super antigenos, além de influenciar
criticamente a formacdo de centros germinativos apds a imunizacdo. Em
circunstancias patolégicas, todas essas propriedades, as quais contribuem para o
estabelecimento, manutengdo, ou acentuacdo das respostas imunes especificas,

podem culminar em uma lesé&o tecidual grave (BAZZAZ et al., 2014).



O gene humano do TNF se localiza no brago curto do cromossomo 6. O
polimorfismo -308 G>A na regido promotora do gene aumenta a ativagdo da
transcricdo do mesmo (RENZO et al, 2013). Existem trés possiveis genotipos,
sendo eles o gendtipos homozigotos GG e AA, ou o gendtipo heterozigoto GA. O
polimorfismo -308 do TNF (rs1800629) consiste na substituicdo da base nitrogenada
guanina (G) pela base adenina (A) na posi¢éo -308 na regido promotora do gene do
TNF (CORCHADO et al., 2013). Um polimorfismo de um uUnico nucleotideo na
posicao (-308) no promotor do gene do TNF, definido como TNF1 (-308 G) e TNF2 (-
308 A), foi identificado, no qual o alelo menos comum TNF2 esta associado com
uma maior produgao de TNF (TOLIDE-IE et al., 2014).

Uma grande quantidade de TNF foi encontrado em volta das placas senis em
cérebros de pacientes com Alzheimer. Essa elevagdo anormal do nivel de TNF

sugeriu uma associagdo com o risco de se ter DA (MU e GAGE, 2011).



2 OBJETIVOS
Considerando amostras de DNA de sangue de pacientes com doenca de

Alzheimer, idosos sadios e jovens sadios, 0 estudo teve como objetivos:

a) Avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo (rs1800629)
do gene do TNF, por meio da técnica de PCR — RFLP.

b) Comparar as frequéncias do referido gend6tipo nos trés grupos estudados.



3 MATERIAL E METODOS

Aproximadamente 4 mL de sangue total periférico foram obtidos através de
puncdo venosa com seringa e agulha estéril, em tubos contendo anticoagulante
(EDTA), e utilizados para extragdo de DNA gendmico.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA), parecer 812.645 (Em

anexo).

3.1 SELECAO DOS INDIVIDUOS

3.1.1 Pacientes com doencga de Alzheimer

O material deste estudo foi obtido de 81 pacientes com doenca de Alzheimer,
de ambos os sexos. Foram estudados no presente projeto, somente pacientes que
apresentaram um minimo de trés anos de evolugdo da doenca de Alzheimer e
caracterizados pelos CDRs (coeficiente de deméncia) (MORRIS, 1993). O grupo de

pacientes com Doenga de Alzheimer foi composto por 81 pacientes de ambos os
sexos, sendo que 30% eram homens e 70% mulheres. A idade média é de 74 + 7.

Todos os pacientes com doenca de Alzheimer foram selecionados no
Ambulatério de Neurologia do Comportamento da UNIFESP/EPM, sob supervisdo
do Prof. Dr. Paulo Bertolucci.

O critério diagnéstico utilizado para a caracterizacdo da DA é o NINCDS-
ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s disease and Related Disorders Association) (MCKHANN et al., 1984;
FELDMAN et al., 2008) critério foi estabelecido com base no DSM-IV (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders), com adaptacfes para o diagndéstico

provavel da doenga de Alzheimer.

3.1.2 Grupos controles

Os individuos que pertenceram ao segmento de controle foram divididos em
dois grupos baseado em suas idades. Os controles idosos foram selecionados no
Ambulatério de Geriatria da FAMEMA e os jovens sadios (as) sdo estudantes dos

cursos de Medicina e Enfermagem da mesma.



O grupo de controle idoso foi composto por 80 idosos (as) sadios (as) com
idades aproximadas a dos pacientes com DA, sem sequela de Acidente Vascular
Cerebral, sem depresséo profunda e n&o alcoolista, foram avaliados pelo Mini
Exame do Estado Mental e pela aplicagéo do indice de Katz. O grupo Controle Idoso

foi formado por 80 pacientes, também de ambos os sexos, sendo que 33% sé&o
homens e 67% mulheres. A idade média do grupo é de 70 8.

O grupo de Controle Jovem foi constituido por 83 pacientes de ambos os

sexos, sendo que 45% sao homens e 55% mulheres. As idades do grupo variam

entre 18 e 25 anos, sendo que a média de idade é de 20 £ 1,6.

3.2 METODOS

3.2.1 Extrag&o de DNA

Para extracdo de DNA de sangue total periférico obtido por meio de pungéo
venosa, foi utilizado o kit QlAamp DNA BloodMidi Kit® - 51185 (QIAGEN), segundo
instru¢des do fabricante.

A extracdo do DNA ocorre basicamente em trés fases, utilizando uma coluna
feita de silica apropriada para ligacdo do DNA. A primeira etapa consiste na lise das
células e em seguida adsor¢gdo das mesmas na coluna. Em seguida séo realizadas
lavagens, com solugbes descontaminantes, e eluicdo do DNA em 200 pl de tampéo
AE (10 mMTris-Cl; 0.5 mM EDTA, pH 9.0) ou agua.

3.2.2 Andlise dos polimorfismos do gene do TNF (-308 G>A)

Para determinacdo do polimorfismo na regido —308 G>A (rs1800629) (a partir
do sitio de inicio da transcricdo) foi realizada a técnica da PCR, que amplificou um
fragmento de 107pb, seguida do tratamento enzimético (RFLP — Restriction
Fragment Lenght Polimorphism), de acordo com as condigbes descritas[18], que
consistiu no tratamento do produto de PCR com a enzima de restricdo Ncol. Apds o
tratamento, esses produtos foram fracionados em um gel de agarose a 2,5%, corado
com brometo de etidio, visualizado em um transiluminador ultravioleta, fotografado e
analisado quanto a distribuicdo dos alelos, por meio do sistema de captura de
imagens Alpha Imager 2200 (Alpha Innotech Coorporation). A descricdo dos

“primers”, assim como as condi¢cOes de amplificagéo estéo descritas a seguir.



“Primers”
TNF1 - AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT
TNF2 - TCCTCCCTGCTCCGATTCCG
Condigcdes de amplificagao:
35 ciclos de: 45 seg a 94°C, 45 seg a 61°C e 45 seg a 72°C

Produtos esperados: Gendtipo AA: fragmento de 107pb, Gendtipo GA: fragmentos
de 107, 87 e 20pb, Gendtipo GG: fragmentos de 87 e 20pb.



4 RESULTADOS

No estudo inicial foi proposto analisar as frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo da base —308 (G>A) (rs1800629) do TNF, assim como comparar a
frequéncia do genoétipo em cada grupo, sendo eles Doenca de Alzheimer, Controle
Idoso e Controle Jovem, e cujos resultados obtidos séo apresentados nas Tabelas 1

e 2, respectivamente.

Tabela 1- Distribuicdo dos alelos do Fator de Necrose Tumoral do

polimorfismo -308 G>A

ALELOS DA Cl cJ

G 88,3% 87,25% 89,15%
A 11,7% 18,75% 10,85%
Total 100% 100% 100%

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Amostras de sangue periférico de pacientes com doenca de Alzheimer
(DA), idosos sadios (Cl) e jovens sadios (CJ).

Tabela 2- Distribuicdo dos genotipos do Fator de Necrose Tumoral do

polimorfismo (-308)

GENOTIPOS DA Cl CJ

GIA 48,5% 10% 14,46%
GIG 79% 76,25% 81,93%
AIA 2,5% 13,75% 3,61%
Total 100% 100% 100%

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Amostras de sangue periférico de pacientes com doenca de Alzheimer
(DA), idosos sadios (Cl) e jovens sadios (CJ).



Pode-se observar a eletroforese contendo os produtos da PCR na Figura 1,

enquanto que na Figura 2 observa-se a digestdo enzimatica por RFLP.

Figura 1-Eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio
evidenciando o produto da PCR de
107pb referente ao gene TNF.Slotl:
Marcador de peso molecular 100pb.

- w— <— 107pb

Figura 2 -Caracterizacdo dos alelos do TNF,
utilizando a enzima Ncol. Slots 2 e 8: Gen6tipo GA;
Slots 3 - 7: Homozigoto, Genoétipo GG; Slot 1:
Marcador de peso molecular 100pb por eletroforese
em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de
etidio




As figuras 3 e 4 mostram a distribuicdo dos genétipos de acordo com o sexo.

Figura 3 - Distribuicdo dos gendtipos de acordo com o sexo masculino em
cada grupo.
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Figura 4 - Distribuicdo dos genotipos de acordo com o sexo feminino em
cada grupo.
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4.1 DOENCA DE ALZHEIMER
No referido grupo, o gendtipo mais frequente foi o GG e o menos frequente o
AA, e quando comparado com 0s outros grupos foi 0 que mais apresentou o

gendtipo GA (18,5%), como demonstrado na Tabela 3.

4.2 CONTROLE IDOSO
O gendtipo predominante no grupo foi o GG, seguido pelo AA, o qual dentre
todos os grupos foi 0 que mais se expressou, e por ultimo o gendtipo GA, como

pode-se verificar na Tabela 3.

4.3 CONTROLE JOVEM

O genotipo prevalecente no grupo Controle Jovem foi o GG, seguido pelo GA
e tendo como o menos frequente o gendtipo AA, como se pode observar na Tabela
3.

Tabela 3 - Frequéncia de cada gendtipo nos grupos estudados.

GENOTIPO
TOTAL
AA GA GG
2 15 64 81
Alzheimer 2,5% 18,5% 79,0% 100,0%
11 8 61 80
Grupos Idosos 13,8% 10,0% 76,2% 100,0%
3 12 68 83
Jovens 3,6% 14,5% 81,9% 100,0%
16 35 193 244
Total
6,6% 14,3% 79,1% 100,0%

Fonte: Elaborado pela autora.



5 DISCUSSAO

A doenga de Alzheimer com inicio tardio € uma doenga neurodegenerativa e
é a forma mais comum de deméncia que afeta pessoas acima de 65 anos. A doenca
de Alzheimer € uma doenga complexa com etiologia multifatorial. Confirmou-se que
a inflamacdo possui um papel fundamental na patogenia da doenga. Diversos
estudos tém demostrado a provavel associacdo do polimorfismo do TNF com a
patogenia da DA (MANOOCHEHRI et al., 2009).

Alguns estudos sugeriram que a producdo de citocinas proé-inflamatorias,
como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) é aumentada nos tecidos cerebrais de
pacientes com doenca de Alzheimer tardia e desempenham um papel importante na
patogenia da doencga. Diversos estudos epidemiologicos também sugeriram que
pacientes que fazem uso de medicamentos anti-inflamatérios tém um risco menor de
desenvolver DA (AEDEBILI et al., 2011).

TNF é uma importante citocina pré-inflamatéria que estd desregulada em
pacientes com doenga de Alzheimer. O polimorfismo do Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF) pode afetar a resposta imune, inflamagéo, leséo tecidual e possivelmente
a susceptibilidade de se ter a Doenga de Alzheimer. O polimorfismo do TNF -308
G>A pode afetar a resposta inflamatéria cerebral e o risco de se ter a doenca de
Alzheimer tardiamente (AEDEBILI et al., 2011). Em nosso estudo, o gendtipo mais
frequente no grupo de pacientes com Alzheimer foi o GG com o AA sendo o de
menor frequéncia, principalmente em pacientes do sexo masculino. Observamos
ainda uma diferenca significativa na distribuicdo dos genoétipos para o TNF entre os
grupos. Porém, ndo foi observado uma diferenga estatisticamente significante que
possam indicar uma possivel associagdo do polimorfismo -308 do Fator de Necrose
Tumoral com o desenvolvimento da doencga de Alzheimer.

O sexo feminino parece ser o mais recorrente em se tratando do
acometimento da DA, porém ainda ndo se sabe se isso é devido a algum fator
genético ou pelo fato das mulheres apresentarem uma expectativa de vida maior
(ALMEIDA et al., 2014). Por outro lado, os nossos resultados mostraram que a
distribuicdo dos gendtipos variou significativamente em relagcdo ao sexo, com 0 sexo
masculino tendo uma maior diferenca entre as distribuicdes dos genétipos.

A incidéncia da doencga de Alzheimer representa atualmente um importante
problema de saude publica, tanto em relacdo ao diagnéstico quanto a sua evolucao
(ALMEIDA et al., 2014).



6. CONCLUSOES

1) a distribuicdo dos gendtipos divergiu significativamente em relagdo ao
sexo, sendo que o sexo masculino teve uma variagdo maior, enquanto que 0 Sexo
feminino se manteve um pouco mais equilibrado. Entretanto, em ambos os sexos o
gendtipo GG foi predominante, seguindo pelo GA e AA.

2) houve diferenca estatisticamente significante da distribuicdo dos gendtipos
para o Fator de Necrose Tumoral entre os grupos. O gendtipo GG foi predominante
em todos 0s grupos, entretanto 0os gendtipos GA e AA apresentaram uma grande
variagdo. O grupo Alzheimer é o0 grupo que apresenta o maior nimero de
heterozigotos GA (18,5%). Enquanto que o grupo Controle Idoso foi o que
apresentou maior niumero de genoétipos homozigotos AA (13,8%), sendo assim, foi o
grupo com mais alelos A (18,75%). J& o grupo Jovens Sadios foi o grupo com maior

ndmero de homozigotos GG (81,9%).
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