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Resumo

RESUMO

Objetivos: Este estudo teve como objetivo avaliar a expressédo e a regulagao
epigenética dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 na Doenca de
Alzheimer (DA) e quantificar a metilagdo de sequéncias LINE1 no tecido cerebral
de pacientes e controles. Métodos: A quantificacdo de RNAm foi realizada por
meio de QqRT-PCR e os padrdes de metilacdo foram determinados por
espectrometria de massa e pirosequenciamento. Foram avaliadas trés regides
cerebrais post mortem (cértex entorrinal, cértex auditivo e hipocampo) de cerca
de 10 pacientes com Doenca de Alzheimer e 10 idosos saudaveis, assim como
sangue periférico de cerca de 20 jovens, 20 idosos saudaveis e 30 pacientes
com DA. Resultados: No sangue periférico os genes DPYSL2, CNP foram mais
expressos em individuos jovens e os genes HSPA8 e HSPA9 foram mais
expressos em pacientes com DA, em relagdo aos demais grupos. A expressao
dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 foi menor no coértex auditivo, no
cortex entorrinal e no hipocampo de pacientes com DA do que em idosos
controles, nao diferindo entre si no grupo de pacientes com DA e no grupo de
idosos. Entre os tecidos sangue e cérebro de pacientes e de idosos controles, os
genes DPYSL2 e CNP foram mais expressos em sangue, enquanto que as
chaperonas HSPA8 e HSPA9 foram mais expressas no cérebro. Conclusodes: A
maior expressdo dos genes DPYSL2 e CNP em sangue periférico de jovens
pode estar relacionada a uma maior proliferacdo do sistema imunolégico ou a
atuacdo desses genes em vias ainda ndo conhecidas. Ja a expressao
aumentada das chaperonas no sangue pode estar associada a uma resposta ao
estresse oxidativo observado na doencga. As diferengcas nos niveis de RNAm
observadas entre o sangue e o cérebro de pacientes e de controles podem ser
decorrentes de funcgbes tecido-especificas. A diminuicdo da expressdo dos
quatro genes no tecido cerebral de pacientes com DA em relagdo aos idosos,
pode indicar uma participagdo destes genes na fisiopatologia da doenca,
atuando na morte neuronal, na modulagao de sinais extracelulares e no acumulo
de proteinas no cérebro. Os niveis aumentados de metilacdo das sequéncias
LINE1 devem estar relacionados ao desenvolvimento da DA, porém, a metilagao
dos promotores de genes candidatos n&o parece ser o mecanismo responsavel

pelo controle da expressao génica em pacientes e controles.
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1 INTRODUGAO

O aumento da expectativa de vida resultou em um significativo
crescimento da populacdo idosa mundial e, por isso, acarretou no aumento da
incidéncia de doencas associadas ao envelhecimento (1). Estima-se que, em
2050, haja cerca de dois bilhdes de habitantes com 60 anos ou mais em todo o

mundo, sendo que o Brasil detera 64 milhdes desse total (2).

A Doenca da Alzheimer (DA) é a deméncia mais comum em todo o
mundo e afeta 6% da populagédo com mais de 65 anos (3). Em 2010, o impacto
econdmico da deméncia no mundo foi de US$ 604 bilhdes, superando os gastos

pessoais com cancer ou doengas cardiacas (1).

A DA resulta em perda irreversivel de neurdnios, principalmente no
cortex e no hipocampo. Seus aspectos clinicos envolvem o prejuizo progressivo
da memoria, do julgamento, da tomada de decisdes, da orientacdo temporo-
espacial e da linguagem. O diagndstico provavel dessa doenga esta baseado no
exame neurologico e na exclusdo de outros casos de deméncia, porém o
diagnostico definitivo pode ser realizado somente por meio de avaliagdo post
mortem do cérebro. As duas principais caracteristicas patolégicas da DA séo a

presenga de placas senis e de novelos neurofibrilares no cérebro (4).

Geneticamente, a DA é heterogénea e complexa, e apresenta
diferentes formas de herancga. A DA de acometimento precoce (antes dos 60-65
anos) possui heranga autossdmica dominante e esta associada a mutagdes em
trés genes relacionados a producéo e eliminagdo da proteina p-amiléide (5, 6). A
DA de acometimento tardio, ou esporadico, apresenta heranga complexa, com

influéncia de fatores genéticos e ambientais (7).

Atualmente, € constante a busca por marcadores bioldgicos que
possam predizer se um individuo ira desenvolver a DA, ou, em qual estagio da
doenca o paciente encontra-se. Um marcador como esse, poderia auxiliar na
conduta clinica, além de ser um possivel alvo para novas drogas que busquem a

diminuicao do declinio cognitivo (8).
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A epigenética é definida como alteracdes herdadas, mitética ou
meioticamente, na expressdo génica e que nao resultaram de modificagcdes na
sequéncia de DNA (9). Fatores epigenéticos tém sido apontados recentemente
como moduladores do fendtipo resultante da DA, mesmo quando mutagdes

especificas sdo a causa dessa doenca (10, 11).

A metilagdo do DNA é um mecanismo de silenciamento epigenético
em mamiferos. Genes ativamente transcritos, geralmente, apresentam
hipometilagdo da regido promotora, enquanto que genes silenciados possuem

abundante metilagdo nessa regiao (12).

Dessa forma, o presente estudo propds a analise da expressao dos
genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPAY, selecionados de acordo com suas
fungdes e/ou envolvimento em processos relacionados ao envelhecimento e a
DA. Quando identificada diferenga de expressao nos diferentes tecidos e regides
cerebrais, foi realizada a analise da metilacdo dos promotores génicos, a fim de
investigar uma possivel regulagdo epigenética na doenga. Adicionalmente, foi
avaliado se o padrao de metilagdo global em regides cerebrais é alterado

durante o processo de envelhecimento e na DA.

1.1 Objetivos

1. Comparar a expressao e os niveis de metilagdo dos genes DPYSL2, CNP,
HSPA8 e HSPA9 em sangue periférico entre jovens, idosos saudaveis e

pacientes com DA.

2. Comparar a expressao e os niveis de metilacdo dos genes DPYSL2, CNP,
HSPA8 e HSPA9 em tecido cerebral post mortem de trés regides — cortices

entorrinal e auditivo e hipocampo — entre idosos saudaveis e pacientes com DA.

3. Comparar a expressao e os niveis de metilacdo dos genes DPYSL2, CNP,
HSPAS8 e HSPA9 entre cortex entorrinal, cortex auditivo e hipocampo, de idosos

saudaveis e de pacientes com DA.
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4. Quantificar e comparar a porcentagem de metilacao de sequéncias LINE1 em
tecido cerebral post mortem (cortices entorrinal e auditivo e hipocampo) entre

idosos saudaveis e pacientes com DA.

5. Quantificar e comparar a porcentagem de metilagdo de sequéncias LINE1
entre cortex entorrinal, coértex auditivo e hipocampo, de idosos saudaveis e de

pacientes com DA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Envelhecimento

O envelhecimento € um processo multifatorial, complexo e
irreversivel. Suas caracteristicas mais proeminentes sdo a diminuigao
progressiva na capacidade fisioldgica, a capacidade reduzida de responder
adaptativamente aos estimulos do meio ambiente, o aumento da suscetibilidade
a doengas e o aumento na mortalidade (13). O processo de envelhecimento &
caracterizado por uma série de alteragdes no organismo, entre elas o estresse
oxidativo, as alteragbes na homeostase do calcio, a instabilidade cromossémica,
as alteracdes nos mecanismos de reparo do DNA e o acumulo de danos no DNA

mitocondrial e nuclear (3).

Projecbes indicam que devera haver cerca de dois bilhdes de
habitantes com 60 anos ou mais em 2050 (2). No Brasil, dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica de 2009 (14) indicam que o grupo etario de
60 anos ou mais duplicara no periodo de 2000 a 2020, passando de 13,9 para
28,3 milhdes, e, posteriormente, elevando-se para 64 milhdes em 2050. De
acordo com essas projegdes, em 2030, o numero de idosos ira superar em
quase quatro milhdes a faixa etaria que possui idade abaixo de 15 anos, e essa

diferenca aumentara para 35,8 milhées em 2050 (Figura 1).
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Figura 1: Populagédo (em milhdes de habitantes) de criangas (0 a 14 anos), jovens e adultos (15
a 59 anos) e idosos (60 anos ou mais) estimada para o periodo de 1940 a 2050 no Brasil.
Adaptado de Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2009.
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O aumento da expectativa de vida resultou em um significativo
crescimento da populacdo idosa mundial, o que acarretou no aumento da
incidéncia de doencgas associadas ao envelhecimento, como, por exemplo,

deméncias e doencgas vasculares e osteoarticulares (15).

A deméncia € uma condigao neuroldgica que resulta no declinio de
multiplos dominios cognitivos e é acompanhada de perda funcional, levando a
perda da independéncia e a incapacidade de desempenhar atividades da vida
diaria (16).

Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, a expectativa de
vida aumenta a cada ano. Como o maior fator de risco para o desenvolvimento
de deméncias é o envelhecimento, 0 numero de pessoas com deméncias no
mundo tende a dobrar nos préximos 20 anos de acordo com o World Alzheimer
Report 2010 (Figura 2) (1).

Asia - Leste
225,4 Milhdes

2010 44M 2010 10.0M
Europa; |

América do No| 2030 11N
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2050 11.0M 160,2 Milhd

Populagio com
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Austrdlia e Oceania 2010 030
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Figura 2: Estimativa global da incidéncia de deméncia para as proximas décadas. M: milhdes.
Fonte: Modificado de Abbott 2011.

Em 2010, o impacto econémico da deméncia no mundo foi de US$
604 bilhdes, superando os custos pessoais com neoplasias ou doengas
cardiacas. Entretanto, o montante em verbas publicas direcionado ao tratamento
de deméncias € consideravelmente menor do que o destinado ao tratamento

dessas outras doencgas (1).
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A DA é o tipo mais comum de deméncia, representando 60-80% de
todos os casos. O envelhecimento é o principal fator de risco para esse disturbio
(17).

2.2 Doenca de Alzheimer

2.2.1 Caracteristicas Gerais

A DA é uma afeccdo neurodegenerativa, progressiva, irreversivel,
que lesa gradativamente os neurbnios do coértex cerebral, com consequente

deterioragao progressiva da memoria (17).

A DA é a uma das doengas mais comuns no mundo industrializado
afetando 6% da populagdo com mais de 65 anos (3, 5). A prevaléncia da DA
aumenta para 19% apés os 75 anos e para 30% apos os 85 anos (18). Em 2006,
existiam 26,6 milhdes de casos da DA em todo o mundo. Estima-se que em
2050 a prevaléncia de DA seja de mais de 106 milhdes de individuos afetados
(5). A herdabilidade da DA (suscetibilidade na populagdo devido a variagdes

genéticas) é estimada em 60 a 80% (19).

No Brasil, apenas dois estudos investigaram a prevaléncia e
incidéncia de deméncia na populagdo. A prevaléncia de DA foi de 7,1% em
populagdo com 65 anos ou mais (20) e a incidéncia foi de 7,7 afetados a cada
1000 pessoas por ano (21). Em termos de saude publica, nas proximas décadas
o Brasil precisara desenvolver politicas precisas para lidar com o
envelhecimento da populagcdo e com aumento da deméncia e transtornos

comorbidos (22).

A DA é uma doenga multifatorial e geneticamente complexa. Muitos
fatores podem influenciar no risco de desenvolvimento, modificar a idade de

acometimento e o curso da doenca (17).

Fatores ambientais relacionados o aumento do risco de DA incluem
exposicdo a metais (ferro, zinco, mercurio, cobre e aluminio), pesticidas,

deficiéncias na dieta, trauma cerebral e infec¢des (3). A diminuicdo do risco esta
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associada a fatores relacionados a dieta, como ingestdo de frutas, vegetais,

antioxidantes, restricdo de calorias e atividade fisica (23).

Alguns fatores sociais também podem estar associados ao
acometimento pela DA: individuos entre 40 e 60 anos de idade que nao
possuem um companheiro apresentam maior risco de desenvolver a DA, sendo
que, pessoas viuvas ou divorciadas neste periodo apresentam trés vezes mais

chances de acometimento (24).

Outro fator que aparentemente desempenha um papel importante
no processo de neurodegeneracao € a oxidagcdo de proteinas, pois o dano
oxidativo leva a perda de funcdo das proteinas modificadas. Além disso, a

oxidagao protéica pode afetar o crescimento e a diferenciagao celular (25).

2.2.2 Aspectos clinicos e neuropatolégicos

Existem evidéncias de que os mecanismos patogénicos da DA se
manifestam no inicio da doenca, em um periodo de prédromo considerado
bastante longo (5-20 anos). Esse periodo inclui o comprometimento cognitivo

leve que precede o acometimento da deméncia (26).

Foram descritos trés estagios para a DA — leve, moderado e grave
— com declinios funcional e cognitivo que duram de 5 a 8 anos e tendem a ser
lineares durante os trés estagios da doenca. No estagio inicial (leve), que
normalmente dura de 2 a 3 anos, o paciente apresenta prejuizo na memdria de
curto prazo que é frequentemente acompanhado por sintomas de ansiedade e
depressdo. Durante o estagio moderado, ocorrem manifestagdes
neuropsiquiatricas como alucinagdes visuais, crencas falsas e alteragdo no
padrdao de sono. O estagio final, mais grave é caracterizado por sinais motores

como rigidez, declinio cognitivo proeminente e vida puramente vegetativa (27).

As duas maiores caracteristicas neuropatolégicas da DA sao a
presenca de placas senis e de novelos neurofibrilares (Figura 3) (4). As placas
senis sao compostas por depésitos de peptideos p-amildide (BA) extracelulares.
A proteina BA é formada a partir da clivagem da proteina precursora amildide

(APP) por meio das enzimas B e y secretases (5). A APP é uma proteina
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transmembranica e a sua clivagem fisiolégica resulta na secregdo de um

dominio extracelular (28).

Dentre os produtos finais da clivagem de APP encontram-se as
variantes do peptideo BA que tendem a se agregar (28). As y secretases, em
particular, parecem ser responsaveis por gerar o peptideo A4z, que forma fibras
insoluveis que se acumulam nas placas senis em cérebro de pacientes com DA
(29). Essas placas sao toxicas para a membrana celular e iniciam um processo

inflamatdrio de células gliais, causando danos aos neurdnios (28).

Os novelos neurofibrilares sdo depdsitos intracelulares de proteina
tau hiperfosforilada. A proteina tau, associada aos microtubulos, desempenha
papel no transporte axonal e outras fungdes. Além das placas senis e novelos
neurofibrilares, a DA é caracterizada por degeneracao neuritica e sinaptica, e

morte neuronal (30).

Placas senis Novelos Neurofibrilares

Figura 3: Placas senis e Novelos neurofibrilares observados no coértex cerebral de paciente com a

Doenca de Alzheimer. Fonte: Modificado Blennow et al, 2006.

A hipdtese da cascata amildide sintetiza dados histopatoldgicos e
genéticos e postula que a deposigao de BA no tecido cerebral inicia uma cascata
de eventos que levam a DA (31). Ja a fosforilagdo anormal da tau na DA induz a
diminuicdo da capacidade dessa proteina na polimerizagdo da tubulina e na
ligacdo a microtubulos. Esses eventos induzem a instabilidade dos microtubulos

e, consequentemente, a morte celular e a neurodegeneracao (30).
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Embora a hipotese da cascata amiléide e da hiperfosforilagdo da
tau estejam mais frequentemente descritas na DA, a apoptose, a perda sinaptica
e as alteragdbes neuronais devem também atuar concomitantemente na

patofisiologia da doencga (32, 33).

O lobo temporal medial é a principal regidao afetada na DA (34). No
lobo temporal medial e em regides que se conectam, ocorre uma acentuada
atrofia de populacdes neuronais com consequente aumento dos espacgos
ventriculares e desgaste dos giros cerebrais. Essa regido também apresenta

maior densidade de placas senis e novelos neurofibrilares (35).

A taxa de atrofia no hipocampo varia entre 3 e 7% ao ano em
pacientes com DA, enquanto que em controles saudaveis € de no maximo 0,9%
(36). Sugere-se que o cortex entorrinal seja alvo precoce da DA e pode ser a
regiao por onde a doenga se dissemina para outras areas cerebrais,
propagando-se por meio do circuito entorrinal-hipocampal. Uma vez que as
varias formas de memoria dependem dessas vias intactas, € esperado que elas

estejam gravemente afetadas na DA (37).

Os emaranhados neurofibrilares sdo encontrados primeiramente no
cortex entorrinal de pacientes com DA leve e distribuem-se para o hipocampo e
outras areas corticais durante a progressdao da doenga. Seis estagios sao
descritos de acordo com a gravidade da doencga (estagios Braak). O estagio
transentorrinal | e |l caracteriza os casos clinicamente silenciosos, o estagio
limbico Il e IV caracteriza o inicio clinico da doenga e o estagio neocortical V e

VI caracteriza a doencga avancgada.

O aumento da producédo de BA/APP em modelos transgénicos de
camundongos que superexpressam uma forma mutante de APP no cortex
entorrinal, resultou em alteragbes cognitivas e comportamentais, incluindo
hiperatividade, desinibicdo e déficits no aprendizado e na memdéria. No mesmo
sentido, esses animais apresentaram deficiéncia na transmissao sinaptica que
pode ser responsavel por iniciar as disfungdes observadas nas vias cortico-

hipocampais tanto em modelos animais quando em pacientes com DA (37).
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2.2.3 Aspectos Genéticos

Geneticamente a DA é heterogénea e complexa, e apresenta
diferentes formas de heranga. A DA de acometimento precoce (antes dos 60-65
anos) possui heranga autossdmica dominante e esta associada a mutagdes em
trés genes relacionados a produgao e a eliminagao da BA (5). Por outro lado, a
DA de acometimento tardio, ou esporadico, apresenta heranca complexa, com

influencia tanto de fatores genéticos quanto ambientais (7).

Diferentes mutagcdes nos genes APP, PSEN1 e PSENZ2 estao
descritas nos casos familiais de DA (Tabela 1) e explicam 30-50% dos casos de
heranga autossdmica dominante. A descoberta dessas mutacbes reforca a
hipétese da cascata amildide na doenga, pois os trés genes afetam a mesma
via: PSEN1 e PSENZ2 codificam componentes do complexo de y-secretase,
responsavel pela clivagem de APP (7). Mutacbes nesses trés genes causam a
clivagem anormal de APP e aumentam a produgédo de BAs2, amiloidogénico e

toxico, em relacdo a forma menos téxica BA4o (29, 38).

A DA do tipo esporadico € responsavel pela maioria dos casos da
doenca. Diversos fatores de risco parecem influenciar no desenvolvimento da
DA esporadica e estudos de associacdo caso-controle sdao amplamente
utilizados para identificar tais fatores. Em 1993, Corder e colaboradores
descreveram um polimorfismo no gene APOE, que codifica a Apolipoproteina E,
que possui importante papel na regulacdo do metabolismo do colesterol e
triglicérides e esta intimamente associada a forma esporadica da DA (39)
(Tabela 1).

O alelo €4 de APOE é o fator de risco para DA esporadica mais
consistentemente replicado e com odds ratio de 3.97(3). Entretanto apenas 50%
dos casos de Alzheimer de acometimento tardio apresentam APOEe¢4, o que

indica a participagdo de outros genes neste tipo de heranga (7).
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Tabela 1: Genes envolvidos no desenvolvimento da Doenca de Alzheimer, localizacao

cromossomica, valores de risco relativo e respectivas referéncias.

Tipo de Heranga Gene Cromossomo  Odds Ratio Referéncias

b q APP 21g21.2 (40)

AIzhe(i)rigg?:ar?wilial PSENT 14924.3 (41),(42)
PSEN2 1931-g42 (43)
APOE¢e4 19913.2 3,97 (39)

CLU 8p21-912 0,85 (44, 45)
PICALM 11914 0,87 (44)
CR1 1932 1,18 (46)
MTHFD1L 6qg25.1 (47)
Doenca de TNK1 17p13.1 0,86 (48)
Alzheimer ACE 17923.3 0,83 (49)
Esporadica TFAM 10g21.1 0,82 (50)
CST3 20p11.21 1,13 (51)
SORL1 11923.2-q24.2 1,21 (52)
CHRNB2 1921.3 0,67 (53)
SORCS1 10923-925 1,24 (54)

Nos ultimos anos, estudos Genome Wide-Association (analise do
genoma total) revelaram poucos loci associados a DA, sendo que, novos genes
(CLU, CR1 e PICALM) (Tabela 1) devem contribuir com uma propor¢ao pequena
no risco de acometimento da doenga (55). Uma variante de gene CLU
(rs113600), que codifica uma lipoproteina importante no cérebro, foi descrita
como um fator protetor para a DA. Também foi descrito que uma variante do
gene PICALM (rs3851179), que codifica uma proteina associada a alteragdes
sinapticas, pode ser um fator protetor para a doenca. O gene CR1 codifica o
receptor do complemento C3b que provavelmente atua na eliminagao de BA e

configura-se como um fator de risco para o desenvolvimento da DA (rs6656401)

(3).

2.3 Epigenética

A epigenética é definida como alteragdes herdadas da expressao
génica que nao resultaram de modificagcbes na sequéncia de DNA. Eventos
epigenéticos atuam no desenvolvimento e na diferenciagdo celular, permitindo
que as células com o genoma idéntico possam apresentar fendtipos distintos
(35).
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As alteragdes epigenéticas incluem trés mecanismos moleculares
que interagem entre si: metilagdo do DNA, modificagées de histonas e regulagao

da expresséo génica mediada por RNAs (56).

A metilagao de citosinas é a modificagao epigenética predominante
em mamiferos (Figura 4). As DNA metiltransferases (DNMTs) s&o as principais
responsaveis por essa modificagdo epigenética. DNMT1 & uma metiltransferase
de manutencdo, que replica padrboes de metilacdo. DNMT3a e DNMT3b
promovem a metilacdo de novo no DNA. Essa modificagdo nao altera a
sequéncia do DNA, mas determina em qual tecido e quando um gene devera ser

expresso (57).

A metilacdto do DNA é um processo normal que ocorre em
mamiferos no desenvolvimento de células embrionarias, na inativagdo do
cromossomo X em mulheres e na repressao de elementos de transposicao (12).
O padrao de metilacdo do DNA ¢é estabelecido no inicio do desenvolvimento e se
mantém durante a diferenciacdo, com algumas modulagbes na metilacdo de

promotores de genes tecido-especificos (57).

NH, er
|
N{pc ~ C DNA metiltransferase N//'}C ~ Icl:/ CH3
I || ) desmetilase /C C
0,:,(: SN © 07 N7
citosina 5-metil citosina

Figura 4: Adicdo de um grupo metil ao carbono 5’ do anel pirimidico de uma citosina por agéo de

uma DNA metiltransferase. Fonte: Modificado de Baylin, 2005.

A metilagdo do DNA ocorre no carbono 5 de citosinas que
precedem guaninas, normalmente localizadas em ilhas CpGs. As ilhas CpGs sao
definidas como regides do DNA com 200 pb ou mais, nas quais a quantidade de
GC é maior que 60% (35). Aproximadamente metade dos promotores génicos

humanos contém ilhas CpGs (12).
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Genes ativamente transcritos geralmente apresentam CpGs néo
metilados na regido promotora, enquanto que, genes silenciados possuem

abundante metilagdo nessa regiao (12).

A metilagcdo de ilhas CpGs €& normalmente acompanhada de
modificagdes pos-traducionais de histonas, que em conjunto, atuam na
regulagdo da expressdo génica (58). A metilagdo do DNA atua impedindo a
ligacdo de fatores de transcricdo e da maquinaria de transcrigdo por meio da
atracdo de proteinas, Methyl-binding Domain (MBD) e outras moléculas que
alteram a conformacdo da cromatina (Figura 5). A familia MDB apresenta um
dominio de ligacdo especifico ao DNA contendo sitios CpG metilados e age
como repressora, recrutando histonas desacetilases (HDACs), histonas
metiltransferases (HMTs) e proteinas de heterocromatina (35). Dessa forma, a

cromatina silenciada é rica em histonas metiladas e desacetiladas (56).

Gene ativo

@ Acetilagio de Histona llha CpG nao metilada

@® Metilagéo de Histona @ Illha CpG metilada

Figura 5: Silenciamento da transcricdo génica pela agao de eventos epigenéticos em ilhas CpGs
do DNA. O gene ativo apresenta baixa metilacdo do DNA e alta acetilagdo de histonas. O gene
inativo apresenta aumento da metilagdo do DNA, desacetilacdo de histonas e metilagdo de
histonas. HAT: histona acetiltransferase; HDAC: histona desacetilase; HMT: Histona

metiltransferase; MBDs: proteinas de ligacdo a metilcitosinas, DNMTs: DNA metiltransferase.
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Cabe ressaltar que a regulagdo da transcricdo por meio da
metilagdo ndo ocorre apenas em ilhas CpGs, mas também em regides
recentemente descritas como CpG shores, sendo estas regides supostamente
responsaveis pela maior parte da metilagao tecido especifica (59). Além disso, a
metilacdo do DNA localizada dentro dos éxons pode ter um papel na ativagao

transcricional, prevenindo o inicio da transcri¢gdo (60).

Acredita-se que modificacbes de histonas e a metilacgdo de DNA
estejam envolvidas no espectro variavel de doengas humanas como o cancer e

outras doencgas cronicas complexas (55).

2.4 Expressao génica como ferramenta para descoberta de biomarcadores

O diagnéstico atual da DA é inicialmente baseado em excluséo, no
qual a possibilidade de outras deméncias é descartada e a ocorréncia da doenca
continua viavel. Infelizmente, os testes para o diagndstico de DA nao sao
totalmente otimizados. Mesmo com validagdes internacionais, muitos fatores
aumentam a variabilidade e limitam a reprodutibilidade da avaliagéo clinica (61).
Além disso, o diagndstico clinico €, geralmente, realizado apds o surgimento dos

sintomas cognitivos e significante neurodegeneracgao (62).

O diagndstico preciso da DA, definitivo “padrdo-ouro”, pode
somente ser determinado por analises neuropatolégicas do cérebro post mortem
(62).

Atualmente, € constante a busca por marcadores bioldgicos que
possam predizer se um individuo ira desenvolver a DA, ou, em qual estagio da
doencga ele se encontra. Um marcador como esse, seria capaz de auxiliar na
conduta clinica e pode ser alvo para novas de drogas que busquem a diminuigao
do declinio cognitivo (8). Adicionalmente, a identificagcdo de biomarcadores que
possam predizer a conversdao do comprometimento cognitivo leve (mild cognitive
impairment - MCI) para a DA também é de grande importancia, pois auxiliariam

na conduta de pacientes com DA precoce (63).

Marcadores biolégicos — biomarcadores — sdo indicadores

biolégicos de doenga ou de efeitos terapéuticos, que podem ser dosados por
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meio de testes no sangue, de outras amostras bioldgicas ou por meio de testes

de imagem (64).

Fluidos corporais, como sangue, urina, saliva e liquido
cefalorraquidiano tém sido utilizados na descoberta de biomarcadores de
expressao génica para doengas neurologicas. Essas analises estdao baseadas
na premissa de que fluidos biolégicos e células ndo-neuronais podem servir

como substratos de processos patobiologicos e farmacologicos no cérebro (64).

O sangue é um fluido biolégico amplamente utilizado em testes
diagnosticos, por ser um método ndo invasivo e a amostra ser disponivel
facilmente para coleta. Além disso, analises do sangue periférico podem ser
processadas em laboratorios comuns, com infra-estrutura menos especializada

quando comparada a analises de imagem (65).

Para uma deteccdo precoce ideal dos diferentes tipos de
deméncia, buscam-se testes diagndsticos pouco invasivos e acessiveis. A
estrutura da barreira hematoencefalica limita a presengca de biomarcadores
periféricos que possam estar associados a patologias cerebrais tais como
moléculas pequenas, lipofilicas e que dependem de transportadores especificos.
Uma alternativa é a analise do perfil transcricional de genes no tecido sanguineo
periférico, que €& capaz de indicar mudancas mais precocemente do que

alteragdes protéicas (66).

Para explicar como um transcrito do sangue pode agir como
marcador de uma doenca cerebral, é hipotetizado que a doenga envolve
diversos processos que resultam em alteragbes sistémicas da expressao génica,
e que, dessa forma, poderiam ser detectadas no sangue, embora a
manifestacdo da disfuncdo ocorra somente no cérebro (67). Adicionalmente, a
andlise de expressdo génica no sangue de pacientes com DA pode ser
considerada adequada para a descoberta de biomarcadores devido a elevada
sensibilidade do método e da grande quantidade de informagéo produzida com

apenas uma amostra (65).

O perfil de expressao de células mononucleares de sangue fresco

pode oferecer vantagens na identificagdo de biomarcadores, pois o Sistema
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Nervoso Central (SNC) se comunica com o sistema imune por meio de multiplos
mecanismos moleculares, hormonais e de neurotransmissao. O padrao anormal
de expressdo da APP, niveis alterados de enzimas antioxidantes, danos
oxidativos ao DNA e RNA e niveis aumentados de apoptose também s&o
caracteristicas compartilhadas entre o SNC e as células do sangue utilizadas em

diagnosticos de doengas neurodegenerativas (68);(69).

Dessa forma, alguns estudos da literatura buscaram previamente
acessar o perfil transcricional de sangue periférico de pacientes com DA e de
controles saudaveis, com a finalidade de investigar diferengcas na expressao

génica e de identificar novos marcadores para a doenga (70).

2.5 Metilagdao do DNA no envelhecimento e na DA

Diversos estudos demonstraram que o envelhecimento também
esta associado a alteragdes epigenéticas. Foi previamente descrito o padrao de
metilacdo do DNA e de acetilagdo de histonas é diferente entre gémeos
monozigoticos em idade mais avangada, enquanto que, no inicio da vida, essas

marcas epigenéticas eram indistinguiveis entre os individuos (71).

A hipometilacdo do DNA no envelhecimento tem sido associada a
uma ineficiéncia da DNMT1 em manter a metilacdo da heterocromatina (72). O
envelhecimento pode ainda afetar diferentemente as diversas regides do
genoma. Sequéncias repetitivas Alu sédo alvo de hipometilagdo relacionada a
idade, enquanto que, as sequéncias LINE1 n&o sofrem hipometilagao (73). llhas
CpGs localizadas nos promotores génicos tendem a sofrer hipermetilagdo no
envelhecimento, enquanto que regides fora das ilhas apresentam maior

hipometilagao (74).

Na DA, a perda do controle preciso sobre a metilagdo génica pode
alterar o delicado equilibrio entre as secretases (B e y). Foi demonstrado que a
regulagédo por metilacdo dos genes das enzimas 3 e y secretases, responsaveis

pelo processamento de BA, levaram ao acumulo dessa proteina (75).
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Além de alteragbes nas enzimas que processam APP, foi descrito
um padrao de metilacdo aberrante no gene APP em pacientes com DA quando

comparados a individuos controles (76).

Ao nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou o perfil de
metilagdo do gene APOE na DA. Wang e colaboradores (2008) relataram a
presenca de CpGs em individuos com alelo €4, que ndo existiam em portadores
dos alelos €2 e €3 (77). Como nem todos os portadores do alelo €4 desenvolvem
a doenca, seria interessante avaliar comparativamente a metilacdo entre

portadores do alelo €4 afetados e nao afetados pela DA (78).

Genes que participam de vias inflamatdrias, de apoptose e ciclo
celular aberrante apresentam influéncia do mecanismo de metilacdo que podem
estar relacionadas a patofisiologia da DA (78). Estudos do nosso grupo
demonstraram alteracdo no perfil de metilagdo do gene HTERT em sangue

periférico de pacientes com DA (79).

Outro indicio da participacdo do processo de metilagdo na DA é a
alteracao nos niveis de moléculas como homocisteina (que participam do ciclo
de transmetilacdo) comumente observado na doenca. A metilagdo de citosinas
por DNMTs requer S-adenosil-metionina (SAM) como doador de grupos metil. O
ciclo de transmetilagcdo ocorre pela desmetilacdo de SAM, formando S-adenosil-
homocisteina (SAH), que é posteriormente hidrolisada em homocisteina (HYC).
HYC é convertida em metionina pela transferéncia de um grupo metil da enzima
5-metil-tetrahidrofolato (5-MTHF) em um processo que requer vitamina B12 e
acido fdlico. O ciclo € completado pela conversdo da metionina e ATP em SAM
(Figura 6) (80).

Dieta e niveis de homocisteina estdo provavelmente relacionados a
alteragdes no padrdo de metilagdo na DA (81). Diversos estudos propdem
interacdes entre a diminuicdo dos niveis de folato e homocisteina e alteracdes no

padrao de metilacdo e expressao de genes relacionados a doenca (7).
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" Dieta ------ > ‘ Metionina |
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Homocisteina I<

Figura 6: Ciclo de transmetilagdo. A metionina é convertida em S-adenosil-metionina (SAM), que
posteriormente doa um grupo metil para diversos componentes bioquimicos. Me: Grupo Metil,
MTHFR: Metileno-terahidrofolato redutase, THF: Tetrahidrofolato, DNMTs: DNA metil
transferase, SAM: S-adenosil-metionina, SAH: S-adenosil-homocisteina. MTR: 5-metil-

terahidrofolato-homocisteina S-metiltransferase. Fonte: Modificado de Iraola-Guzman 2010.

Linnebank e colaboradores relataram a diminuicdo significante de
SAM no fluido cerebroespinhal de pacientes com DA em relagcdo a idosos

controles, e essa diminuic&o foi correlacionada a presenca de APOEe4 (82).

Os niveis de SAM, assim como os de folato e de vitamina B12,
estdo frequentemente reduzidos na DA, enquanto que a homocisteina
plasmatica apresenta-se aumentada (83). A hiperhomocisteinemia pode
aumentar os niveis de SAH, que inibe a atuacdo de DNMTs e podem ser

marcadores da progressao da DA e do declinio cognitivo (81).

O epigenoma normal do cérebro humano e as alteragbes que
originam doengas ainda nédo estdo bem compreendidos (35). A metilagdo no
tecido cerebral apresenta um padrao dinédmico. Estudos de Ladd-Acosta e
colaboradores (2007) relataram a presenca de metilagdo especifica para cada
regido cerebral, sendo que, a metilagdo dos neurbnios também varia ao longo da
vida. Adicionalmente, os perfis de metilacdo de uma mesma area cerebral de

individuos diferentes, apresentam similaridades e podem ser agrupados. Dessa
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forma é mais importante a origem neuroanatdmica do que as diferengas

epigenéticas individuais (84).

Ao contrario das ilhas CpG, as regides de DNA repetitivo sdo
intensamente metiladas em tecidos somaticos. Durante o envelhecimento foi

relatada uma hipometilagdo global do DNA gendémico (85).

2.6 Metilacao e implicagoes terapéuticas em DA

Ao contrario das mutagdes no DNA, as alteragbes epigenéticas sdo
potencialmente reversiveis e podem ser consideradas um alvo para tratamentos
farmacoldégicos (55). Varios trabalhos tém demonstrado a reexpressao de genes
que séao silenciados por metilagdo, por meio de agentes desmetilantes, como,

por exemplo, 5-aza-2-deoxicitidina, 5-azacitidina e zebularina (86).

As drogas epigenéticas atuais agem sobre alvos globais e
reconhecem marcas epigenéticas especificas. Entretanto, as doencas
complexas apresentam uma série de alteragbes genéticas e epigenéticas.
Atuando de forma global, as drogas epigenéticas podem apresentar beneficios
terapéuticos, porém ainda é necessaria uma melhor compreensao das
alteragcbes epigenéticas que ocorrem em cada doenga para o desenvolvimento

de terapias mais eficientes e especificas e com menores efeitos colaterais (87).

Atualmente, existem duas classes principais de tratamentos
epigenéticos: Inibidores de DNMTs e HDACs (87). Durante a ultima década, um
numero elevado de drogas com alvo na metilagdo do DNA foram desenvolvidas,

com intuito de aumentar a eficacia e diminuir a toxicidade das drogas utilizadas.

A atividade desmetilante da 5-Azacitidina em células tumorais foi
descoberta em 1980. A 5-Azacitidina € uma inibidora de DNMTs aprovada pelo
FDA (Food and Drug Administration), e inicialmente foi sintetizada como um
agente citotoxico (88). Essa droga é atualmente recomendada para o para o
tratamento de sindromes mielodisplasicas (88). Na DA, Payao e colaboradores
(1989) observaram maior desespiralizagcdo cromossémica de heterocromatina
constitutiva do que em idosos controles em resposta ao tratamento com 5-
azacitidina (89).
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Na DA, a administragao in vitro de SAM em meio deficiente de
doadores de metil restabeleceu a expressao génica de PSENT e [3 secretases e
reduziu os niveis de BA (11). Dada a provavel influéncia da metilagado do DNA na
doenca, a modulagdo da metilagdo génica deve ser um alvo para a prevengao e

o controle da progresséo da DA (90).

2.7 Genes e sequéncias de DNA selecionados para o presente estudo

Foram selecionados para o presente estudo, genes candidatos e
sequéncias de DNA repetitivo LINE1. Os genes candidatos DPYSL2, CNP,
HSPAS8 e HSPAY, estao relacionados principalmente a fungdes como transdugao
e modulacdo de sinais, apoptose, desenvolvimento e diferenciacdo do SNC,
mielinizacdo, dobramento e eliminagdo de proteinas. Estes genes foram
selecionados com base em relatos de alteragdes dos niveis protéicos em
pacientes com DA (91)e na presenga de ilhas CpGs em seus promotores. A
seguir, pode-se encontrar uma breve descricdo dos genes investigados e das

sequéncias repetitivas LINE1.

2.7.1 DPYSL2 (Dihydropyrimidinase-like 2)

O gene DPYSL2 esta localizado no cromossomo 8p21.2, e seu
produto proteico é envolvido na regulagédo da formagdo de axénios durante a
polarizacdo neuronal (92). A proteina DPYSL2 é membro de uma familia de
proteinas relacionadas a di-hidropirimidinase que estao implicadas no processo

de desenvolvimento do SNC em mamiferos, aves e anfibios (93).

DPYSL2 (também chamada DRP-2 e CRMP-2) é uma proteina
citosdlica abundante no sistema nervoso, envolvida no crescimento axonal e na
sinalizagdo de vias por meio da transmissdo e modulagdo de sinais

extracelulares (93).

A superexpressao do gene DPYSL?2 induz a formagao de multiplos

axobnios e pode converter um dendrito estabelecido em um axénio (94). DPYSL2
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interage com heterodimeros de tubulina e promove a montagem de microtubulos

in vitro, promovendo o elongamento de axdnios (92).

A perda ou diminuicdo de DPYSL2 pode inibir na formacéo de
axobnios e resultar em anormalidades no neurodesenvolvimento (92). Em relagao
a expressao de DPYSL2, os relatos da literatura sdo conflitantes. Johnston e
colaboradores (2000) reportaram uma diminuigao proteica de DPYSL2 em cortex
frontal de pacientes com esquizofrenia, doenca bipolar e depressido maior. Por
outro lado, Edgar e colaboradores (2000) demonstraram o0 aumento de

expressao de DPYSL2 em hipocampo de pacientes com esquizofrenia (95, 96).

Em cérebro de portadores de Sindrome de Down (SD), os niveis de
DPYSL2 apresentam-se diminuidos, sugerindo um papel na sinaptogénese e na
diferenciagcdo neuronal anormal que é observada na doenga. A diminuicdo da
expressao protéica corrobora em parte os estudos que relataram a diminuigao

dos niveis de RNAmM em diferentes regides do cérebro (97).

Castegna e colaboradores (2002) relataram o aumento da oxidagéo
da proteina DPYSL2 em pacientes com DA quando comparados aos individuos
controles, o que pode levar a uma diminuigcdo dos mecanismos de formacao de

redes neurais na DA apos perda neuronal na doenga (25, 98).

Além disso, estudos relataram a atuagcdo DPYSL2 na regulagéo da
dinamica de microtubulos e novelos neurofibrilares (99), e descreveram DPYSL2

como um possivel biomarcador para DA (91).

2.7.2 CNP (2',3'-Cyclic Nucleotide 3' Phosphodiesterase)

A proteina CNP, codificada pelo gene CNP, localizado no
cromossomo 17g12.2, é um marcador de oligodendrécitos que representa 4%
das proteinas que compdem a mielina. Essa molécula esta localizada na bainha
dos axdnios e nas algas paranodais de mielina. Embora a fungdo de CNP néo
esteja bem esclarecida, a proteina deve desempenhar uma fungdo catalitica e
estrutural, uma vez que se liga a trés moléculas de GTP e, quando

superexpressa, produz mielinizagao aberrante (100).
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Na DA, assim como na SD, alteragbes na oligodendroglia e mielina
ja foram relatadas em diferentes estudos(101). E proposto que a oligodendroglia,
a principal célula formadora de mielina no SNC, esteja afetada em ambas as
doencas e que marcadores como a proteina CNP, cerebrosideos e proteinas

mielinicas apresentem atividade diminuida nessas doencas (102).

Estudos de VIkolinsky e colaboradores (2001) demonstraram um
decréscimo significante da atividade da CNP na regido do coértex frontal de
pacientes com DA e uma tendéncia ao decréscimo também nas regides de
cortex parietal e temporal (101). Esses achados corroboram a diminuigdo da
mielinizacdo encontrada na doenca e descrita anteriormente por métodos
histologicos, sugerindo que as alteragcdes nos niveis de CNP encontrados nos
pacientes com DA resultem na perda da funcao sinaptica, declinio cognitivo e

morte neuronal.

Reinikainen e colaboradores (1989) observaram o aumento da
expressao da proteina CNP em cortex temporal e parietal, e a diminuicdo dessa
proteina no hipocampo e no putamen em pacientes com DA em relagdo a idosos
controles. Os autores sugerem uma resposta compensatéria promovendo o
aumento da expressao do gene nas regides corticais, € uma perda de mielina

juntamente com os neurdnios na regidao do hipocampo (102).

Foi observada diminuicdo de 17% da proteina CNP na substancia
branca de individuos com DA quando comparados a idosos controles. Quando
considerado o estagio Braak da doenca nos tecidos, foi observada diminuicdo

em 17% do grupo com Braak VI em relacdo ao grupo Braak | e Il (100).

Na DA, é possivel que as alteragdes nos niveis de CNP resultem
na perda da funcdo sinaptica, declinio cognitivo € morte neuronal observadas

nos pacientes.

22



Revisao da literatura

2.7.3 HSPAS8 (Heat Shock 70kDa Protein 8) HSPA9 (Heat Shock
70kDa Protein 9)

As chaperonas (ou Heat Shock Proteins - HSPs) sao proteinas
evolutivamente conservadas e desempenham um papel citoprotetor fundamental

para a sobrevivéncia das células (103).

A evolugdo da maioria dos organismos depende da atuagédo das
HSPs, que promovem a adaptacdo e sobrevivéncia celular sob condigdes de
estresse. As células respondem ao estresse aumentando a expressao de HSPs,

que sao capazes de reverter o dobramento errdneo de proteinas (104).

As chaperonas da familia HSPAs (também chamadas HSP70)
atuam no dobramento, montagem, transporte e segmentacdo de proteinas. O
genoma humano contém 13 genes de HSPAs, dos quais 12 sao codificantes de
proteinas distintas. Os genes HSPAS5, HSPA8 e HSPA9 sao expressos
constitutivamente, estando presente no reticulo endoplasmatico, citosol e

mitocdndrias, respectivamente (104).

As HSPAs encontram-se superexpressas em tumores e tém papel
essencial na sobrevivéncia das células tumorais. As HSPAs neutralizam as
mudancas conformacionais das proteinas alteradas, comuns em células

tumorais (104).

As HSPs estdo envolvidas nas mudangas conformacionais em
proteinas do cérebro por meio do dobramento e agrupamento em estruturas
oligoméricas (105). Estudos de Muchowksi e colaboradores (2005) apontaram as

chaperonas como supressoras eficientes em doencgas neurodegenerativas (106).

Na DA, a atividade biolégica da BA é correlacionada ao seu estado
conformacional que, quando alterado, induz um agrupamento anormal de fibrilas
e um concomitante efeito téxico em neurbnios. Estudos de protedmica
demonstraram que diversas HSP apresentam expressao alterada no cérebro de

pacientes com a DA, incluindo a expressao reduzida de HSPA8 e HSPA9 (105).

O produto proteico do gene HSPAS, localizado no cromossomo
11924.1, é a proteina HSPA8 ou HSC70, uma HSP contitutiva (107). Essa
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proteina pode estar envolvida na manutengcdo dos proteossomos e no
reconhecimento conformacional de proteinas com dobramento erréneo, pelas
proteases. A atividade diminuida da HSPAS8, que ¢é atribuida tanto a expressao
reduzida quanto ao aumento de modificagdes oxidativas, pode ser a responsavel
por prejudicar o processo de remogao de proteinas danificadas e,

consequentemente, pelo acumulo de BA no cérebro (91).

Estudos com linhagens celulares HelLa que superexpressavam tau
demonstraram que inibidores de HSPAS8 induziram um aumento rapido na
ubiquitinacdo de tau e na degradacao dependente de proteossomos (108). As
HSPAs participam da remogao de novelos neurofibrilares por meio de um
mecanismo ainda pouco esclarecido (109). A atividade de remogéo de novelos
neurofibrilares por meio de inibicdo de HSPAs pode ser uma terapia promissora
para a DA (104).

A proteina HSPA9 (também chamada GRP75 ou Mortalina) € um
membro da familia de proteinas HSP70. Diferentemente de outros membros da
familia HSP70, a HSPA9 nao é induzida por calor, mas ja foi relatada sua
capacidade de responder a outras formas de estresse, como, por exemplo,
privagado de glicose, danos oxidativos, drogas e raios UVA. Estudos relataram
que as proteinas HSPA9 sdao armazenadas principalmente nas mitocondrias,
mas muitas evidéncias demonstraram a presenga dessas proteinas em outros

compartimentos celulares, como reticulo endoplasmatico e citosol (110).

Considerando-se que a expressdao diminuida ou a perda da
expressao das chaperonas da familia HSP70 resultava em apoptose. Mosser e
colaboradores (1997) estudaram o papel das HSP70 no bloqueio do processo de
apoptose e demonstraram uma diminuicdo na ativacdo das cascatas de
caspases e na sinalizagdo em vias de quinases (111). Esses estudos indicaram
que a perda da expressdo de HSPA8 e HSPA9 deve desempenhar um papel

critico na morte neuronal associada a DA (105).

2.7.4 LINE1 (Long Interspersed Nuclear Element 1 ou L1)

Existem diversos tipos de elementos de DNA repetitivo no genoma,

como as repeticbes longas intercaladas e as repeticbes em tandem. As
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repeticbes intercaladas sdo compostas por diferentes elementos de
retrotransposicao, tais como as LINE1, as Alu, os elementos intercalados curtos,
as sequéncias longas de repeticdo terminal e os transposons de DNA (85). Os
transposons de DNA sao capazes de cortarem-se e inserirem-se em outras
sequéncias utilizando uma enzima chamada transposase (112). Esse
mecanismo de “salto” foi responsavel pela abundancia na distribuicdo dessas

sequéncias (85), que constituem 5% do genoma total de um individuo (113).

As sequéncias Alu e LINE1 sdo os elementos de repeticdo mais
abundantes e representam aproximadamente 30% de todo o genoma. Assim,
essas sequéncias sdo amplamente utilizadas para estimar a metilagao global do

genoma humano (114).

E estimado que mais de um tergo da metilacdo do DNA ocorra em
elementos de repeticdo (114). Aproximadamente 80% dos dinucleotideos CpG
estdo presentes em elementos de repeticdo, e esses dinucleotideos estéo

geralmente metilados nessas sequéncias (115).

O cérebro apresenta uma elevada taxa de metilagdo de elementos
de repeticdo quando comparada a outros tecidos (7). Em células precursoras
neuronais € observada a capacidade de retrotransposicao de LINE1 que altera a
expressdo de genes neuronais e influencia no destino celular (116, 117). A
presenca da metilacdo nos elementos de repeticdo inibem a capacidade de
retrotransposicdo e transcrigdo das sequéncias repetitivas, sendo que, a
desmetilacédo ativa a transposigédo e a propagacédo de metilagdo aberrante para

outros genes (118).

Em humanos, a hipometilacdo de DNA gendmico foi observada em
doencas associadas ao envelhecimento como o cancer (71). Em cancer de célon
a metilagcdo de LINE1 pode estar relacionada a melhor ou pior prognostico da
doenca (119).

No envelhecimento normal, as sequéncias Alu, mas nao as LINE1
apresentam diminuigdo da metilagado com a idade (73). No sangue periférico de
individuos com DA, LINE1 apresenta maior metilacdo em relacdo a controles

pareados por idade e sexo. Os niveis de metilagdo foram associados ao escore
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de testes cognitivos, sugerindo uma participagcdo da metilagcdo destas

sequéncias na DA (120).
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3 METODOS

Foi delineado um estudo caso controle para investigar a expressao

e metilagcdo de genes candidatos e a metilagdo global em pacientes com DA.

3.1 Casuistica

3.1.1 Sangue periférico

O presente estudo avaliou amostras de linfécitos de sangue
periférico de 22 jovens, 23 idosos saudaveis e 34 pacientes com DA de ambos
os sexos. A Tabela 2 apresenta as médias de idade * desvio padrao (DP) e a
porcentagem de individuos do sexo feminino e masculino para cada grupo. Os
grupos de idosos saudaveis e pacientes com DA apresentaram idades
semelhantes (p>0,05) e os jovens sadios foram recrutados com idades variando
entre 18 e 28 anos. A proporgado entre os sexos nao diferiu entre os grupos

analisados (p>0,05).

Os idosos saudaveis obedeceram aos critérios de exclusdo de
sequela de acidente vascular encefalico, depressdo profunda, deméncia
vascular, baixos niveis cognitivos e alcoolismo. Adicionalmente, foi aplicada a
escala padronizada para avaliagdo cognitiva o Mini-Exame do Estado Mental
(MEEM) adaptada a populagao brasileira por Bertolucci e colaboradores (121),
que analisa as fung¢des corticais de forma simplificada e objetiva, mas com
sensibilidade alta para captar alteragdes cognitivas. A funcionalidade foi avaliada
utiizando a escala de Katz (122), que identifica o grau de dependéncia e
classifica os pacientes em independentes, parcialmente dependentes e

dependentes.

O presente estudo incluiu somente pacientes com a forma
esporadica da DA, com idade acima de 65 anos e que apresentaram um minimo
de trés anos de evolugdo da DA. Foi realizada anamnese e exame neurologico
detalhado por neurologistas. Os critérios diagnosticos do National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke e da Alzheimer's Disease
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) foram utilizados para a

caracterizagao da DA (123). Esses critérios foram estabelecidos com base no IV
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Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV) com adaptagbes
para o diagndstico provavel de DA, que consistem em perda da memobria
associada a outro dominio cognitivo, como linguagem, fungdes executivas,
habilidades visuoespaciais e praxias associadas a perda da funcionalidade.
Todos os pacientes com DA foram recrutados no Ambulatério de Neurologia do
Comportamento da UNIFESP/EPM, sob supervisao do Prof. Dr. Paulo Henrique
Ferreira Bertolucci. Dos trinta e quatro pacientes recrutados, quatro néo
recebiam medicagdo, dois recebiam outras medicagdes e vinte e oito recebiam

tratamento com inibidores de acetilcolineterase.

Todos os participantes receberam informagdes quanto aos
objetivos e ao protocolo da pesquisa e assinaram um termo de consentimento

livre e esclarecido (Anexo 1) aprovado pelo comité de ética da UNIFESP.

3.1.2 Tecido cerebral

Foram analisadas cerca de 10 amostras de tecido cerebral post
mortem de idosos saudaveis e de 12 amostras de pacientes com DA. De cada
paciente, foram coletadas amostras de tecido cerebral oriundas de trés
diferentes regides cerebrais: cortices entorrinal e auditivo e hipocampo. As
regides cerebrais do cortex entorrinal e hipocampo foram selecionadas por
serem areas primariamente afetadas pela doenca e o cortex auditivo por ser
uma regiao afetada posteriormente. As amostras foram disponibilizadas pelo The
Brain Bank — Douglas Hospital Research Centre (Montreal, Canada) em
colaboragdo com o Dr. Gustavo Turecki, do Departamento de Genética
Psiquiatrica da Universidade McGill. Todas as amostras (com e sem DA) foram
obtidas por autdpsia, congeladas a -80 °C até o uso e processadas utilizando o

mesmo protocolo.

Os pacientes com DA foram submetidos a uma triagem clinica
rigorosa que permitiu o diagnostico da DA, tanto pelo acompanhamento do
paciente em vida, como por analise do cérebro post mortem. A duragdo da
doenca nos pacientes foi de no minimo 3 anos de evolugdo. Seis pacientes com

DA eram tratados com neurolépticos que atuam como antagonistas do receptor
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de dopamina, dos quais, cinco pacientes recebiam haloperidol e um recebia

risperidona. O periodo do tratamento variou entre 1 a 10 anos.

O grupo de idosos saudaveis ndo apresentava historia de doenca
neuroldgica ou psiquiatrica. A Tabela 2 apresenta as médias de idades + DP e a
porcentagem de individuos do sexo feminino e masculino para cada grupo.

Idade e género n&o variaram entre os dois grupos (p>0.05).

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da UNIFESP com numero de registro 1944/08 (Anexo 2).

Tabela 2: Caracterizagdo das amostras de sangue periférico de jovens, idosos saudaveis e
pacientes com Doenga de Alzheimer e de tecido cerebral de idosos saudaveis e pacientes com

Doencga de Alzheimer.

Tecido Grupo N Média Idade * DP Sexo (%) 9/8

Sangue Jovens 22 21,7+1,7 77,3/22,7
ldosos saudaveis 23 72,1+10,5 73,9/26,1
Pacientes com DA 34 75,5+9,1 73,5/26,5

Cérebro ldosos saudaveis 10 78,5+8,9 60,0/40,0
Pacientes com DA 12 81,0+6,5 58,0/42,0

DA: Doenga de Alzheimer; N: Numero de individuos; DP: Desvio Padréo; %: porcentagem; %:

sexo feminino; &: sexo masculino.

3.2 Metodologia

As amostras coletadas foram utilizadas em metodologias diferentes
com intuito de avaliar primeiramente a expressao génica e, posteriormente, o
controle epigenético dos promotores génicos. Concomitantemente, foi avaliada a
metilacdo global das amostras de cérebro de pacientes com DA e idosos
controle. O estudo de metilagado foi realizado no Departamento de Psiquiatria da
Universidade de Londres — King’s College, sob supervisao do Dr. Jonathan Mill.
A figura 7 apresenta um fluxograma para a melhor compreensdo das

metodologias aplicadas a cada grupo de amostras.
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Casuistica

Sangue | Cérebro I
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[ N=22 ][ N=23 ][ N J [ Entorrinal ] [ Auditivo ] [ i ]
Idosos D.Alzheimer Idosos D.Alzheimer Idosos D.Alzheimer
N=10 N=12 N=10 N=12 N=10 N=12

| Metodologias
T
Avaliacdo da Avaliagéo da Avaliagdo da metilagao Global
expressdo génica metilagdo génica (sequéncias LINE1)

¢ Extragao do DNA

* Conversdo por bissulfito
* Amplificagdo

* Espectometria de massa

Extracao de DNA
Conversédo por bissulfito
Amplificagdo por PCR
Pirosequenciamento

¢ Extracdo do RNA
¢ Conversdao em cDNA
* Amplificagao por gRT-PCR

*® & & @

Figura 7: Resumo das técnicas realizadas no estudo, e respectivas amostras utilizadas. D.
Alzheimer: Doenga de Alzheimer; N: Numero de individuos; qRT-PCR: quantitative reverse

transcription polymerase chain reaction

3.2.1 Extragcao de RNA e sintese de cDNA

Foram coletados 4 mL de sangue periférico de cada individuo e foi
utilizado RiboPure™-Blood Kit (Ambion, EUA) para a extragao de RNA, segundo
instrucdes do fornecedor. Resumidamente, apdés a coleta de sangue, foi
adicionada solugao de lise (Tris-Cl [10mM] pH 8,0; EDTA [0,1M] pH8,0 e SDS
0,5%) e de acetato de sédio [4M] e, em seguida, solugdo de fenol-
acido/cloroformio. Apds 5 min a temperatura ambiente e breve centrifugacao, a
fase aquosa superior foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado etanol
100%. Aliquotas dessa mistura foram entdo transferidas a um filtro juntamente
com tampé&o de lavagem e foram submetidas a sucessivas centrifugacdes. Em
seguida, tampdo de eluicdo (pré-aquecido a 75°C) foi adicionado ao filtro e a
mistura passou por mais uma centrifugagdo. O RNA eluido foi entado

armazenado a -80 °C até a utilizagdo nas etapas posteriores.

Em relagdo as amostras de cérebro, o tecido foi armazenado em
RNAlater® Tissue Collection (Ambion, EUA), uma solucdo para estabilizacdo de
RNA, e estocado a -20 °C. Um pedaco de tecido (no maximo 100 mg) foi

pulverizado em cadinho/pistilo com nitrogénio liquido. Apds esse procedimento,
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foi seguido o protocolo de extragdo de RNA por meio de RNeasy® Lipid Tissue
Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), segundo instrucdes do
fabricante.Resumidamente, o tecido triturado foi homogeneizado em Qiazol e
colocado a temperatura ambiente por 5 min. Apds essa etapa, foi adicionado
cloroférmio e a mistura foi mantida a temperatura ambiente por mais 3 min, e
submetida a centrifugagcédo a 12000 g/15 min/4 °C. Apds centrifugagado, a fase
aquosa foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado etanol 70%. A
mistura foi transferida para um tubo contendo uma coluna e centrifugada a 8000
g/15 s a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado tampao de lavagem
a coluna e a amostra foi submetida novamente & mesma centrifugacédo. Um novo
tampao de lavagem foi adicionado e a mistura foi centrifugada inicialmente a
8000 g/15 s e, posteriormente, a 8000 g/2 min para secar a membrana da
coluna. Por fim, para eluicdo do RNA, adicionou-se agua RNAse-free na coluna
e foi realizada uma centrifugacéo a 8000 g/1 min. As amostras de RNA foram

estocadas a - 80°C até serem utilizadas.

A concentragcdo de RNA e as razbes de absorbancia 230/260 e
260/280 foram medidas pelo aparelho NanoDrop (Spectrophotometer ND - 1000
- NANODROP, EUA) e somente amostras com valores de razdes entre 1,9 e 2,1

foram selecionadas.

A sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA (Figura 8)
utilizou High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems™,
EUA), no qual 1 yL de RNA total foi adicionado a um Master Mix contendo 2 L
de 10X Reverse Transcription Buffer, 0,8 uL de dNPT Mix, 2 uL de 10X Reverse
Transcription Random Primers, 1 uL de Reverse Transcriptase, 1 uL de inibidor
de RNase e 11,2 uL de H,O Nuclease-free, totalizando um volume final de 20
ML. A mistura foi, submetida as seguintes etapas: 25 °C/10 min, 37 °C/120 min,

85 °C/5 min e, entdo, armazenada a 4 °C.

3.2.2 qRT-PCR (quantitative Reverse Transcription Polymerase

Chain Reaction)

A analise da expresséo dos genes alvos DPYSL2, CNP, HSPAS8 e
HSPA9 em sangue periférico e em tecido cerebral foi realizada por meio da

técnica de gRT-PCR utilizando o ensaio TagMan. , com principio na acao
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exonuclease da Taqg DNA polimerase, com uma sonda reporter fluorescente 5’ e
um quencher (silenciador) 3. Apds a desnaturacdo, os primers € a sonda se
anelam aos seus alvos. Durante o passo de polimerizagdo, a Taq DNA
polimerase cliva e separa fisicamente a sonda reporter do quencher, resultando
na liberagdo do sinal fluorescente (Figura 8) (124), que foi detectado pelo
aparelho 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems™, EUA). O aumento
do sinal é diretamente proporcional ao numero de moléculas amplificadas

durante cada ciclo.

No presente estudo, foram utilizados primers e sondas MGB
TagMan® (marcados com fluoréforo FAM™) dos ensaios de expressdo génica
TagMan® para todos os genes alvos (DPYSL2 - Hs00954558-m1; CNP -
Hs01018164-m1; HSPA8 - Hs00941878-g1; HSPA9 - Hs00945588-g1)
comercializados pela Applied Biosystem (Applied Biosystems™, EUA). O gene B
actina (ACTB: Hs03023943-g1) foi escolhido como controle endégeno para a
reacdo e sua corrida foi realizada paralelamente a reacdo dos genes alvos
estudados e seu ensaio. Cerca de 100ng de cDNA foi utilizado para cada reagao
de qRT-PCR Todas as reacbes foram realizadas em triplicata. Somente uma
pequena variacao da ftriplicata foi tolerada, sendo que réplicas com DP de Cr

(cycle threshold) >0,3 foram repetidas ou excluidas da analise.
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1 Desnaturagéo

\“ Reponrter Quencher
0. 0
| ]
TACGCATC /\ ACTCTGGA
Primer Sonda

|ATGCGTAGGCTGACCTGACTTGAGACCTATTGCTAGCC |

2 Anelamento

ER Y
— N,
TACGCATC /\\ ACTCTGGA -

. |
°

[ATGCGTAGGCTGACC TGACTTGAGACCTATTGC TAGCC |

3 Extensédo

Fluorescéncia Liberada
e

L

[TACGCATC CCGACTGGAC ‘gcTc:TG - )

|[ATGCGTAGGCTGACCTGACTTGAGACCTATTGCTAGCC |

Figura 8: Amplificagdo por gqRT-PCR, por meio do principio do ensaio TagMan. Resumidamente,
apo6s a desnaturacgédo, o par de primer e a sonda se anelam aos seus alvos. Durante a extensao,
a Taq DNA polimerase cliva e separa fisicamente a sonda reporter do quencher, resultando na

liberacdo do sinal fluorescente, que é captado pelo aparelho. Q: Quencher, R: Reporter.

As condi¢des da qRT-PCR padronizadas para todos os Ensaios de
Express&o Génica TagMan® foram: 1 pL de cDNA de cada amostra (100 ng/uL),
0,6 L do Ensaio de Expressdo Génica TagMan® 20X e 6 pL de QuantiTect
Probe PCR Master Mix 2X (QIAGEN, Alemanha), completados com agua para
volume final de 12 uL. A mistura passa por uma desnaturacgao inicial de 10 min a
94 °C, seguido de 45 ciclos de desnaturagdao a 95 °C por 15 s, anelamento e
extensdo a 60 °C por 60 s. A confiabilidade das amostras de RNA foi
assegurada pela escolha de sondas MGB Taqman® que se estendem sobre
juncdes éxon-éxon, e, dessa forma, o DNA gendmico foi excluido como template

das analises de expressao.
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O baseline foi calculado automaticamente pelo aparelho e o
threshold foi ajustado manualmente para cada gene estudado. O método
escolhido para quantificagcdo da expressao génica foi o método Ct comparativo
(Método AAC+), que se baseia nos valores dos Cr dos genes alvos e do gene
endégeno. O Ct é o numero do ciclo no qual a fluorescéncia gerada dentro de
uma reagao cruza a linha threshold, que é fixado na fase exponencial da curva
de amplificacdo. Isso indica que amostras com menores valores de Csy
apresentam amplificagdo mais precoce, ou seja, possuem mais copias de cDNA
do gene estudado do que amostras que possuem um maior valor de Cr. E obtida
uma média dos Cys para cada replicata técnica e € calculado o valor de ACt (Cr
gene alvo = CT gene endogeno) Para normalizar a quantidade de um alvo em relagéo a
referéncia enddgena escolhida. Os valores de 2°2CT foram os valores utilizados
para os calculos estatisticos necessarios. Adicionalmente, foi calculada a

quantificagdo relativa (QR) com o uso da férmula aritmética 2744 (274CT grueo de

interesse j p-ACT grupo referéncia) hara avaliar o quanto um gene foi expresso no grupo
de interesse em relagdo ao grupo referéncia. Os valores de Cr e ACt foram
calculados utilizando 7500 software 2.0. Os dados gerados foram exportados

para o Microsoft® Excel para o calculo do 22°T e da QR.

3.2.3 Analise estatistica dos dados de expressao génica

Inicialmente, foram realizados testes de normalidade (Shapiro-Wilk)

ACTy "além de observar o tamanho amostral para

para a variavel dependente (2
cada analise, a fim de definir o teste estatistico a ser aplicado. Nas distribuicdes
que nao obedeceram a normalidade, as variaveis quantitativas foram
transformadas utilizando a formula de escores-z, na qual o valor da média da
variavel é subtraido do valor do individuo , e esse valor é dividido pelo desvio

padrao da variavel.

Apos a transformacédo para escores-z, foram utilizados testes
parameétricos para todas as analises. Variaveis que apresentavam valores de
escores-z superiores a 2,59 ou inferiores a -2,59 foram excluidas das analises a

fim de excluir valores outliers.

Para a analise da expressdo em sangue periférico, foi utilizado o

teste ANOVA de uma via, com post-hoc de Bonferroni (p<0,05) para avaliar se
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ha diferenca na expressdo dos genes entre os grupos de jovens, de idosos

saudaveis e de pacientes com DA.

Para verificar se a expressdo génica de cada uma das diferentes
regides cerebrais diferiu entre idosos saudaveis e pacientes com DA, foi utilizado
teste t de Student. Também foi utilizado o teste t de Student para avaliar se
houve diferenga de expressédo entre sangue periférico e o tecido cerebral de

idosos saudaveis e de pacientes com DA.

Nas analises em que houve diferengas significantes, foi realizado
um Modelo Linear Geral (GLM) utilizando a presenca do alelo ¢4 de APOE como

variavel de interagao, para corrigir uma possivel influéncia do alelo nas analises.

A correlacado de Pearson foi realizada para avaliar se os diferentes
tecidos se comportavam da mesma maneira e poderia representar eventos
associados em comum. Para essa analise, as amostras de tecido cerebral e
sangue periférico foram pareadas por idade e sexo para minimizar possiveis

vieses.

Os resultados estdo apresentados como média de 2°CT + DP. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS® 18.0

e a hipotese nula foi rejeitada com valores de p<0,05.

3.2.4 Extragao de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue periférico foi realizada
por meio de QIAamp Blood midi Kit (QIAGEN, Alemanha). a partir de 2 mL de
sangue total. As amostras foram tratados com proteinase K e tampédo de
digestdo por 10 min a 70 °C. Em seguida, 20 mL de etanol absoluto foi
acrescentado ao produto de digestao. A mistura foi transferida para uma coluna
contendo resina com afinidade por DNA e centrifugada por 5 min a 3000 rpm a
temperatura ambiente. O DNA ligado a coluna foi submetido a sucessivas
lavagens com solugdes salinas contendo 70% ou 80% de etanol.
Posteriormente, o DNA foi eluido da coluna com 600 uL de tampao de eluigdo do
kit. Posteriormente, o DNA foi ressuspendido em agua estéril e armazenado a -

80 °C até o momento de sua utilizagao.
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3.2.5 Genotipagem das amostras para o gene APOE

As amostras foram genotipadas quanto aos polimorfismos
rs429358 e rs7412 do gene APOE por meio da amplificacdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction) seguida por digestdo enzimatica com Hhal
(Fermentas, Canada) (125). A clivagem permite a deteccao dos alelos €2, €3 e
€4 por determinagdo dos residuos cisteina (Cys) ou arginina (Arg) nas posigdes

112 e 158 da cadeia polipeptidica.

A genotipagem das amostras foi realizada pelo grupo do
Laboratério de Genética do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia —
FAMEMA, sob supervisdo do Dr. Spencer Luiz Marques Payao, que participou
como colaborador em nosso estudo. A distribuicao dos alelos do gene APOE em

cada grupo biologico estudado esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3: Distribuicao dos alelos do gene APOE em todos os individuos avaliados no estudo.

Alelos de APOE

Sangue e Cérebro €2 N (%) €3 N (%) €4 N (%) Total
Jovens 3 (7%) 36 (82%) 5(11%) 44 (100%)
Idosos Saudaveis 4 (6%) 57 (86%) 5 (8%) 66 (100%)
Pacientes com DA 2 (2%) 61 (66%) 29 (32%) 92 (100%)

N: Numero de individuos; DA: Doenga de Alzheimer.

3.2.6 Modificacao do DNA por bissulfito de sédio

Para a modificacdo do DNA por bissulfito de sédio, foi utilizado EZ-
96 DNA Methylation™ Kit (Zymo Research, EUA). A conversdgo do DNA é
realizada com uso de bissulfito de sddio, que apresenta propriedade oxidativa e
promove a desaminacdo da base citosina, resultando em formagcdo da base
nitrogenada uracila. Esse fendbmeno nédo ocorre quando, no lugar da citosina,

encontra-se 5-metil-citosina.

Inicialmente, foi adicionado 500 ng de DNA (volume variavel) de
cada paciente ao Convertion Plate, e em cada pocgo foi adicionado 5 uL de M-
Dilution Buffer e volume suficiente de agua livre de DNAse para completar uma
reacao de 50 ul. Posteriormente, o Convertion Plate foi incubado a 37 °C por 15

min. Na sequéncia, foram adicionados 100 pL de CT-Convertion Reagent a cada
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amostra e a placa foi incubada a 50 °C por 16 horas.Apds este periodo, as
amostras foram transferidas para outra placa - Silicon-A™ Binding Plate,
contendo 400 pL de M-Binding Buffer. A placa foi entdo centrifugada a 3000 g
por 5 min. Durante esse processo, ocorre a ligagdo do DNA modificado a coluna
presente na placa, e esse DNA foi lavado com 500 yL de M-Wash Buffer,
seguido de centrifugacdo a 3000 g por 5Smin. Posteriormente, foram adicionados
200 pyL de M-Desulphonation Buffer a cada pogo da placa e essa foi incubada
em temperatura ambiente por 20 min. Por fim, a amostra foi novamente lavada,

e eluida da coluna com 30 pyL de M-Elution Buffer.

3.2.7 Analise de metilagao por espectrometria de massa

Para a determinac&o da porcentagem de metilagdo dos promotores
génicos de DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9, foi utilizada a técnica de
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time Of Flight). Basicamente, essa técnica baseia-se na
amplificagdo e purificagdo das sequéncias génicas por PCR convencional,
seguida de uma transcricdo in vitro do DNA para RNA e de uma clivagem
enzimatica para a determinacdo da porcentagem de metilacdo baseada na
massa dos fragmentos. A massa dos fragmentos gerados varia de acordo com o
nucleotideo presente na sequéncia génica, e, dessa forma, pode-se determinar
se o DNA foi ou n&o convertido por bissulfito de sédio em decorréncia do estado
de metilagdo. Essa técnica é altamente sensivel e capaz de detectas pequenas

quantidades de amostra com uma acuracia de 99,99%.

3.2.7.1 Desenho de primers

O desenho dos primers para a amplificacdo por PCR foi realizado
por meio do software Epidesigner Beta-Sequenom®. E necessario o desenho de
primers que possuam uma cauda T7 incorporada ao oligonucleotideo, pois essa
sequéncia sera utilizada na etapa de transcricao in vitro do DNA.Foi escolhido
um tamanho maximo de 400 pb para os fragmentos amplificados, a utilizacdo de
ambas as fitas para selecido dos melhores primers e primers que fizessem a

distingcao por diferengas presentes em uracilas.
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Apos a obtencdo de diferentes pares de primers para cada gene,
as sequéncias foram avaliadas utilizando o pacote estatistico R com biblioteca
MassArray (Figura 9). Essa analise foi realizada para verificar se as massas dos
fragmentos obtidos pds-clivagem poderiam ser iguais e, dessa forma, néao

informativas no momento da espectrometria de massa.
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Figura 9: Analise de primers no pacote estatistico R para a predicdo de sequéncias com
sobreposicdo de massa. Em vermelho, estdo as CpGs com sobreposi¢do que nao serao
informativas no MALDI-TOF. Em azul, as CpGs que ser&o analisadas. T= sequéncia promotora

exposta a clivagem de timinas, C= sequéncia promotora exposta a clivagem de citosinas.

3.2.7.2 Amplificacao génica para determinagao de metilagao

A amplificagdo das regides promotoras dos genes DPYSL2, CNP,
HSPA8 e HSPA9 em amostras de sangue periférico e em tecido cerebral foi
realizada por meio PCR. A reagdo de PCR foi realizada com 2 pL de DNA
convertido por bissulfito, 2 yL de 10X Buffer Qiagen, 0,4 uL de dNPT Mix [4 uM],
0,5 yL de cada primer [10 pM], 0,4 uL MgCL; [25 mM], 0,1 uL de Qiagen Hot
Start Taq e 14,1 yL de agua livre de nucleases, totalizando um volume final de
20 pL. A mistura foi submetida as seguintes etapas: 95 °C/15 min, 95 °C/30 s, 56
°C/30 s, 72 °C/30 s, 72 °C/7 min e, em seguida, armazenada a -20 °C. Todas as
amostras/reagdes foram realizadas em duplicata, e em todas as PCRs foram
utilizados controles positivos (CP) e controles negativos (CN). O CP utilizado foi
um DNA adquirido comercialmente cuja sequéncia de DNA esta 100% metilada
(CpG Methylated HeLa Genomic DNA, New England Biolabs, EUA). O CN
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(branco) foi baseado em uma reagao em que foi utilizado 2 yL de agua livre de

nucleases em vez de 2 yL de DNA modificado.

3.2.7.3 Purificagao dos produtos de PCR, transcrigao in vitro e

clivagem enzimatica

Para a purificacdo dos produtos de PCR amplificados, as amostras
foram inseridas em uma placa de 384 pocgos e a cada amostra foi adicionado
1,70 pL de agua livre de RNAse e 0,30 uL de Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP). A reagao foi incubada a 37 °C/40 min, 85 °C/5 min e 4 °C/10 min.

A cada amostra purificada foram adicionados 5 uL de mix contendo
3,21 uL de agua livre de RNAse, 0,89 uL de 5x T7 Polymerase Buffer, 0,22 uL
de Cleavage Mix (T Mix), 0,22 yL de DTT (100 mM), 0,40 puL de 77 RNA & DNA
Polymerase, 0,06 uL de RNAseA. A reacgao foi incubada a 37 °C por 3 horas.
Nessa etapa, o DNA ¢é transcrito pela RNA polimerase, utilizando como
iniciadora a sequéncia T7 acoplada a cada primer. Apés a transcricdo, ocorre a
clivagem de citosinas e uracilas pela RNAse A (Figura 10). Para limitar os sitios
de corte da enzima, foi selecionada a clivagem preferencial de timinas —
representada por U — utilizando o Cleavage Mix (T Mix), que possui uma

desoxicitosina (dCTP) resistente ao corte.

—CG CGCG cG CcG c6— DNA gendmico
—GC GCGC GC GC Gc—
DNA ndo metilado
DNA Tratado com Bissulfito

—UGUG—UuUG—UG— = =—CGC c—CcG——CG—

—I-- “ —- A

r
— rem—m—m:@ —_ _-.;—=_::;:EID
= ACAC=——AC=—AC -— _ GO G

¥ Transcricdo /in vitro

~— ACAC——AC— AC— - GCGC——G({——GC—

UmAC A s Clivagem expecifica de Uracilas

. :
U B e n SPR— u._."--:-_...

Figura 10: Resumo das etapas prévias a espectrometria de massa: Amplificagao, transcrigcao e

clivagem enzimatica. Fonte: Modificado de (126).
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3.2.7.4 Espectrometria de massa usando Sequenom-Epityper

Apds a clivagem de timinas, foi adicionado a cada amostra 20 L
de agua livre de RNAse e resina para a limpeza do produto. A placa de 384
pocos foi posicionada no robé6 MassARRAY® Nanodispenser (Sequenom, EUA)
que insere a amostra em um chip SpectroChip (Sequenom, EUA). Cada amostra
inserida no chip é irradiada com um laser pulsante, acelerada em um campo
elétrico e entra em um cilindro de voo (flight tube). Durante o voo, as diferentes
moléculas que compdem a amostra sdo separadas. Na analise de metilagéo, a
diferenca de massa de uma guanina para uma adenina é de 16 Da. O
espectrometro de massa foi calibrado com 4-points calibrator (Sequenom, EUA),
que contém moléculas de massa de 1479,0 Da, de 3004,0 Da, de 5044,4 Da e
de 8486,6 Da.

A diferenca de massa entre guaninas e adeninas foi interpretada
por MassARRAY®EpITYPER 1.0 software, e a sequéncia do DNA foi
determinada com respectivas porcentagens de metilacdo de cada CpG. Quando
CpGs foram avaliadas individualmente, buscou-se possiveis sitios de ligagao
para fatores de transcricdo que possam ser inibidos pela adi¢ao do radical metil.
Além das porcentagens individuais de cada CpG, também foi calculada a média
de metilagdo de cada promotor génico levando em consideragdo a metilagdo de

todos os CpGs dentro do amplicon.

3.2.8 Analise de metilagao global por Pirosequenciamento

Para a determinagcdo da metilagao global, foi utilizada a técnica de
pirosequenciamento, que se baseia na deteccido da atividade da polimerase por
enzimas quimioluminescentes. Resumidamente, um nucleotideo é adicionado
por vez na reagao, e, quando incorporado a sequéncia do DNA, é liberado um
pirofosfato (PPi). Esse PPi é utilizado pela enzima sulfurilase e é convertido em
ATP. A enzima luciferase utiliza o ATP como substrato e o converte em luz. A
luminescéncia é captada pelo aparelho que registra a base incorporada. Apos
um ciclo, inicia-se outra liberacdo de um nucleotideo por vez para a

determinacdo da base adjascente. Se nucleotideo liberado nao for
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complementar a sequéncia de DNA, ndo sera incorporado a sequéncia. Dessa

forma, um nucleotideo diferente e complementar sera adicionado a sequencia.

Para o pirosequenciamento de LINE1, foi, inicialmente, realizada
uma PCR convencional utilizando os primers do kit comercial
PyroMark Q24 _CPG_LIne1 (Qiagen, Alemanha). Nesse kit, € fornecido um par
de primers para a amplificagdo por PCR, dos quais o primer forward é biotinilado
e atua como uma sequéncia iniciadora para a reacado de pirosequenciamento. A
reacao de PCR foi realizada com 2 uL de DNA convertido por bissulfito de sddio,
2 uL de 10X Buffer Qiagen, 0,4 uL de dNPT Mix, 0,5 uL de cada primer [10 uM],
0,4 yL MgCL; [25 mM], 0,1 uL de Qiagen Hot Start Taq e 14,1 uL de agua livre
de nucleases, totalizando um volume final de 20 yL. A mistura foi submetida as
seguintes etapas: 95 °C/15 min, 95 °C/30 s, 56 °C/30 s, 72 °C/30 s, 72 °C/7 min.
ApoOs a reacdo de pirosequenciamento, as amostras foram armazenadas a -20
°C.

Apoés a PCR, foi realizado o isolamento dos amplicons para
posterior sequenciamento. Para isso, 18 uL de cada produto de PCR foi
incubado com 2 pL de beads magnéticos, 40 uL de Binding Buffer e 20 uL de
agua livre de nucleases por 10 min sob agitagdo. Apos a incubagéo, as amostras
foram levadas a estagado de lavagem. Inicialmente, foi realizada a aspiracéo das
amostras por vacuo, e, posteriormente, os capilares que continham as amostras
foram imersos em etanol 70% e NaOH [7M] por 5 s para desnaturagao. Apds a
desnaturacao, apenas as fitas de DNA que possuiam o primer biotinilado ligados
as beads permaneceram nos capilares e foram transferidas para uma placa de
sequenciamento. A cada amostra foram adicionados 0,75 yL do primer de
sequenciamento (10 uM) e 24,35 uL de annealing buffer. Posteriormente, as

amostras foram incubadas a 80 °C por 2 min.

Por fim, foram adicionados no distribuidor do aparelho 90 pL de
substrato, 90 uL de enzimas e 60 uL de cada DNTP que foram utilizados para o
sequenciamento. Utilizando o Pyromark Q24 software, foi determinada a

sequéncia de LINE1 a ser avaliada.
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3.2.9 Analise estatistica dos dados de metilagao

Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk)
para as variaveis quantitativas, além de observar o tamanho amostral para cada
andlise para definir o teste adequado para as subsequentes analises. Nas
distribuicbes que nao obedeceram a normalidade, as variaveis quantitativas
foram transformadas em escores-z e foram utilizados testes paramétricos para
todas as analises. Foram excluidas das analises os valores outliers — amostras
que apresentavam valores de escores-z superiores a 2,59 ou inferiores a -2,59.
Nas comparagdes dois a dois, foi utilizada a correcdo de Bonferroni, na qual o
indice de significancia (p=0,05) € dividido pelo numero de testes independentes
realizados com a finalidade de diminuir a quantidade de resultados falsos

positivos.

Foi utilizado o teste ANOVA de uma via com post-hoc de
Bonferroni para a anadlise da metilagdo em sangue periférico e para a analise de
metilagdo em tecido cerebral, na qual foi comparado as trés regides cerebrais
(cortices entorrinal e auditivo, e hipocampo) no grupo de idosos saudaveis e no

do grupo de pacientes com DA

O teste t de Student foi utilizado para verificar se a metilacéo
génica de cada uma das diferentes regides cerebrais diferiu entre idosos
saudaveis e pacientes com DA. Esse teste também foi utilizado para verificar se
houve diferenca de metilagdo entre sangue periférico de idosos saudaveis e de

pacientes com DA e o tecido cerebral.

Foi utilizado o teste ANOVA de uma via com post-hoc de
Bonferroni para a comparagéao de metilagéo global (LINE1) entre as trés regides
cerebrais (cortices entorrinal e auditivo, e hipocampo) tanto dentro do grupo de

idosos saudaveis quanto do grupo de pacientes com DA.

Nas analises em que houve diferengas significantes, foi realizado
um GLM utilizando a presencga do alelo ¢4 de APOE como variavel de interagao

para corrigir uma possivel influéncia do alelo nas analises.

42



Métodos

Os resultados estao apresentados como média de metilagéo + DP,
além dos valores individuais de cada CpG que compunham as sequéncias
génicas (Anexos 4-21). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
pacote estatistico SPSS® 18.0 e a hipotese nula foi rejeitada com valores de
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da expressao e da metilagao de genes candidatos

41.1 DPYSL2

4.1.1.1 Andlise de expressao e metilagao em sangue periférico

Na analise de expressao do gene DPYSL2, foram avaliadas 16, 23 e
34 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, idosos saudaveis e

pacientes com DA.

No sangue periférico, a expressao do gene DPYSLZ2 diferiu entre os
trés grupos analisados (F=5,25; p=0,01). A analise de post hoc demonstrou uma
diferencga significante entre o grupo de pacientes com DA e jovens, e entre o grupo
de idosos e jovens saudaveis. Nao foi observada diferenca significante entre
pacientes com DA e idosos saudaveis (Tabela 4; Figura 11). O teste GLM para
correcdo da influéncia do alelo ¢4 de APOE demonstrou uma diferenca
estatisticamente significante entre os trés grupos, sendo mantida a diferenga entre
0 grupo de pacientes com DA e jovens, assim como entre o grupo de idosos e

jovens saudaveis (Tabela 4; Figura 11).

Para o calculo da QR, foi utilizado o grupo de idosos como referéncia.
O grupo de jovens saudaveis apresentou maior expressao do gene (QR=11,67) e o
grupo de pacientes com DA apresentaram uma menor expressdao do gene

(QR=0,62) em relagéo aos idosos saudaveis (Tabela 4).

Nao foi possivel realizar as analises de metilagcdo do gene DPYSL2 no
sangue periférico de todos os grupos. Dessa forma, ndo foi possivel avaliar se a
metilagdo do DNA é responsavel pela diferenga na expressao do gene DPYSL2

observada entre os grupos.
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Tabela 4: Expressdo do gene DPYSL2 em sangue periférico do grupo de pacientes com Doenga de

Alzheimer, de idosos saudaveis e de jovens

Sangue N I\i(-éA:iTo s:::,’;z p* Post hoc* p# Post hoc# QR
Jovens 16 638,02 1398,67 DA x Idosos p=1,00 DA x Idosos p=1,00 11,67
Idosos 23 54,68 104,00 0,01 DA x Jovens p=0,01 <0,001 DA x Jovens p<0,001 1
DA 34 33,86 22,96 Idosos x Jovens p=0,02 Idosos x Jovens p<0,001 0,62

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p# teste GLM
ajustado para a presenca do alelo €4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presenga de

€4; DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagéo relativa em relagéo aos idosos.
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Figura 11: Expressao de DPYSL2 em sangue periférico. Comparacao dos valores de 2~ do gene

DPYSL?2 entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doenca de Alzheimer em sangue

periférico. DA: Doencga de Alzheimer. * Comparacao entre os grupos utilizando teste ANOVA.

4.1.1.2 Analise de expressao e metilagao em tecido cerebral

Foram avaliadas 8, 9 e 9 amostras de cortex entorrinal, de cortex
auditivo e de hipocampo, respectivamente, do grupo de idosos saudaveis. No
grupo de pacientes com DA, foram avaliadas 10, 11 e 11 amostras do cortex

entorrinal, do cortex auditivo e do hipocampo, respectivamente.

Nao foi observada uma diferenga significante na expressao de
DPYSL2 no cértex entorrinal, no cortex auditivo e no hipocampo, entre os pacientes

com DA e idosos saudaveis (Tabela 5; Figura 13).

Foi utilizado o grupo de idosos saudaveis como referéncia para o

calculo da QR. Todas as regides cerebrais apresentaram niveis de expressao
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diminuidos no grupo de pacientes com DA em relagdo ao grupo de idosos
saudaveis, porém sem diferencga significante de expressao entre os grupos (Tabela
5).

Nao foi observada diferenca na média de metilacdo no cortex
entorrinal, no cortex auditivo e no hipocampo entre o grupo de idoso saudaveis e
pacientes com DA, sendo que todas as regides apresentaram baixos niveis de
metilacdo de DPYSL2 (Tabela 6; Figura 12). Nao foi observada também, diferenca
entre a metilagdo dos sitios CpGs do gene DPYSLZ2 nas regides cerebrais entre

idosos e pacientes com DA (Anexo 4).

No grupo de idosos saudaveis, a expressdo do gene DPYSL2 nao
diferiu entre as trés regides cerebrais analisadas (F=1,05, p=0,37). No grupo de
pacientes com DA, também nao houve diferenca de expressdo entre as trés
regides cerebrais avaliadas (F=1,29, p=0,29). Adicionalmente, ndo foi observada
diferenca na média de metilagdo entre as regides analisadas tanto no grupo de
idosos saudaveis (F=1,05, p=0,37) como no de pacientes com DA (F=1,29, p=0,29)
(Tabela 6). Nao foi observada diferenca na metilacdo de sitios CpGs especificos

entre as regides cerebrais em cada grupo (Anexo 5).
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Figura 12: Epigrama ilustrativo resultante da analise de espectrometria de massa para o gene
DPYSL?2 de 41 amostras aleatoriamente dispostas dos individuos jovens, idosos e de pacientes com
Doenga de Alzheimer. CP: controle positivo de metilagdo — 100% metilado. CN: controle negativo da

reagao.
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Tabela 5: Expressdo do gene DPYSL2 nas trés regides cerebrais de pacientes com Doenca de

Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Regido Cerebral N N?ACT Desvio N 2"“°.T Desvio o* ot Qr
édio padrao Médio padrao
Cortex Entorrinal 8 5,63 3,51 10 3,34 1,27 0,172 0,23 0,59
Cortex Auditivo 9 6,38 4,09 11 4,03 1,43 0,13 0,16 0,63
Hipocampo 9 9,93 9,90 11 5,18 413 0,16 0,21 0,52

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificacao relativa em relacdo aos idosos.
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Figura 13: Expressdo de DPYSL2 em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudaveis

Comparacdo dos valores de 2°°7

do gene DPYSL2 no cértex entorrinal, cortex auditivo e
hipocampo entre o grupo de pacientes com Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis. DA:

Doenga de Alzheimer.

Tabela 6: Metilagdo do gene DPYSL2 nas diferentes regides cerebrais do grupo de pacientes com

Doenga de Alzheimer e grupo de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
B N Mé(_iia c!e Desvjo Méc_iia (!e Desvjo . p#
Regiao Cerebral metilagdo padrao metilagdo padrao
Cértex Entorrinal 8 0,03 0,01 9 0,03 0,01 0,52 0,08
Cortex Auditivo 8 0,03 0,01 10 0,03 0,01 0,78 0,79
Hipocampo 9 0,04 0,01 11 0,05 0,05 0,79 0,92

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presencga do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer.
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Adicionalmente, foi observado que a expressdao de DPYSL2 no tecido
cerebral (sem a subdivisdo de regides) diferiu entre o grupo de idosos e o de
pacientes com DA (Tabela 7; Figura 14). A expressao no tecido cerebral foi menor
nos pacientes com DA do que nos idosos controles (QR=0,57). O teste GLM para
corregao da influéncia do alelo ¢4 de APOE demonstrou diferenga estatisticamente
significante entre pacientes com DA e idosos saudaveis. Entretanto, n&do foi
observada diferenga nas médias de metilacdo (p=0,59) (Tabela 8) e em CpGs

especificas do promotor de DPYSL2 entre os dois grupos de analise (Anexo 6).

Tabela 7: Expressao do gene DPYSL2 em tecido cerebral de pacientes com Doenga de Alzheimer e

de idosos saudaveis.

28¢T Desvio R #
Grupo N Médio padrao P P Qr
Idosos Saudaveis 26 6,62 7,38 1
’ 2 1
Pacientes com DA 32 4,21 2,68 0.0 0,00 0,57

N: Nimero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagéo relativa em relagdo aos idosos.

*p=0,02

24\CT
DPYSL2
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Figura 14. Expressédo de DPYSL2 em tecido cerebral em pacientes com Doencga de Alzheimer e em

idosos saudaveis. Comparacdo dos valores de 2T

do gene DPYSL2 no tecido cerebral de
pacientes com Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis. DA: Doenca de Alzheimer. *

Comparacgao entre os grupos utilizando teste t de Student.

Tabela 8: Metilagdo do gene DPYSL2 em tecido cerebral de pacientes com Doenga de Alzheimer e

de idosos saudaveis.

Grupo N Média de Desvio N "
P metilagdo padrio P p

Idosos Saudaveis 25 0,01 003

Pacientes com DA 30 0,04 0,03 0,59 0,43

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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4.1.1.3 Comparacao da expressao e da metilagao entre sangue

periférico e tecido cerebral

A expressdo do gene DPYSL2 diferiu significantemente entre
amostras de sangue periférico e de tecido cerebral tanto para o grupo de idosos
saudaveis quanto para o grupo de pacientes com DA (Tabela 9; Figuras 15 A e B).
O teste GLM utilizando o alelo ¢4 de APOE como variavel de interagao reforgou a
presenga de diferenga estatistica entre sangue periférico do grupo de pacientes
com DA, porém, a diferenga entre os tecidos nao foi mantida no grupo de idosos

saudaveis.

Para o calculo da QR, foi utilizado o sangue periférico como referéncia
em relagcdo ao cérebro. O tecido cerebral apresentou menor expressao do gene
DPYSL2 em relagdo ao sangue periférico em idosos saudaveis (QR=0,13) e em
pacientes com DA (QR=0,12) (Tabela 9).

Nao foi observada correlagao significante na expressao de DPYSL?2
entre o tecido cerebral e 0 sangue tanto em amostras de pacientes com DA (R=-
0,02; p=0,99) quanto em idosos saudaveis (R=0,35; p=0,35).

Nao foi possivel realizar as comparacgdes dos niveis de metilagdo do
promotor de DPYSL2 entre o sangue periférico e o tecido cerebral devido a
auséncia de sucesso na analise de espectrometria de massa. Dessa forma,
também nao foi possivel avaliar se o controle epigenético foi responsavel pela

diferencga na expressao do gene DPYSL2 observada entre os diferentes tecidos.

Tabela 9: Expressado do gene DPYSL2 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com Doenga

de Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Tecido 22¢T  pesvio . # 274CT Desvio . #
Médio  padrio PP AR N mgdio  padrio P P© QR
23 54,68 104,00 34 33,86 22,96
Sangue 0,04 0,04 0,13 <0,001 <0,001 0,12
Cérebro 26 7,38 6,62 32 4,21 2,68

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p": teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4; DA:

Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagéo relativa em relagédo ao sangue.
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Figura 15. Expressdo de DPYSL2 em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparagdo dos

-ACT

valores de 2 do gene DPYSL?2 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudaveis.

ACT

B) Comparagéao dos valores de 27~ do gene DPYSL2 entre o sangue periférico e o tecido cerebral

de pacientes com DA. DA: Doenca de Alzheimer. * Comparagao entre os grupos utilizando teste t de
Student.

4.1.2 CNP

4.1.2.1 Expressao e metilagao em sangue periférico

Para a analise de expressao do gene CNP, foram avaliadas 16, 23 e
34 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, idosos saudaveis e
pacientes com DA, respectivamente. Para a avaliagdo da metilagdo, foram
analisados 19, 20 e 29 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, idosos

saudaveis e pacientes com DA, respectivamente.

No sangue periférico, a expressao de CNP diferiu entre os trés grupos
analisados. A analise post hoc demonstrou uma diferenga significante entre o grupo
de pacientes com DA e jovens, e entre o grupo de idosos saudaveis e jovens. Nao
foi observada diferenga significante entre pacientes com DA e idosos saudaveis
(Tabela 10; Figura 16). O teste GLM para corregcao da influéncia do alelo €4 de
APOE demonstrou diferenga estatisticamente significante entre os grupos, assim
como a diferenga entre o grupo de pacientes com DA e jovens, e entre o grupo de

idosos e jovens saudaveis, foram mantidas.

Para o calculo da QR, foi utilizado o grupo de idosos como referéncia.

O grupo de jovens saudaveis apresentou maior expressado do gene (QR=9,21) e o
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grupo de pacientes com DA apresentaram uma menor expressdao do gene

(QR=0,11) em relagdo aos idosos saudaveis (Tabela 10).

A média de metilagcdo diferiu entre os trés grupos analisados. A
analise post hoc demonstrou diferenga significante na média da metilagdo entre o
grupo de pacientes com DA e jovens, e uma tendéncia de diferenca entre o grupo
de idosos e jovens (Tabela 11). Na analise pelo teste GLM, a diferengca na média

de metilacdo se manteve (Tabela 11).

Adicionalmente, foi observada uma diferenca pontual na sequéncia de
CNP (CpG 7) (F=7,83, p=0,001). Essa citosina apresentou maior metilagdo no
grupo de pacientes com DA (0,05+0,02) em relagdo aos idosos e jovens
(0,03+£0,02) (Anexo 7). Os niveis de metilagdo foram extremamente baixos em

todos os grupos, ndo superando 1% de metilagéo (Tabela 11; Figura 17).

Tabela 10: Expressdo do gene CNP em sangue periférico de pacientes com Doenga de Alzheimer, de

idosos saudaveis e de jovens.

-OCT -

Sangue N N2|é dio IE:::'IEI\?) p* Post hoc* p# Post hoc# QR
Jovens 16 306,86 401,58 DA x Idosos p=1,00 DA x Idosos p=1,00 9,21
Idosos 23 33,32 22,55 <0,001 DA x Jovens p<0,001 <0,001 DA x Jovens p<0,001 1,00

DA 34 33,91 23,07 Idosos x Jovens p<0,001 Idosos x Jovens p<0,001 0,11

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA,; p# teste GLM ajustado
para a presencga do alelo €4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presenca de €4; DA:

Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagéo relativa em relagéo aos idosos.

*p<0,001
800- I i
600
%\1 % 400
200+
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Figura 16: Expressdo de CNP em sangue periférico. Comparagdo dos valores de 28T

do gene
CNP entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doenca de Alzheimer em sangue periférico.

DA: Doencga de Alzheimer. * Comparagao entre os grupos utilizando teste ANOVA.
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Tabela 11: Metilagdo do gene CNP em sangue periférico de pacientes com Doenga de Alzheimer,

de idosos saudaveis e de jovens.

Média de Desvio

p* Post hoc*

p# Post hoc*

Sangue N metilagdo padrao
Jovens 19 0,03 0,00
Idosos 20 0,03 0,01

DA 29 0,03 0,01

DA x Idosos p= 1,00
0,03 DA x Jovens p<0,001
Idoso x Jovens p<0,001

DA x Idosos p= 1,00
0,05 DA x Jovens p=0,002
Idoso x Jovens p=0,003

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p” teste GLM

ajustado para a presencga do alelo €4; Post hoc®: post hoc do teste GLM ajustado para a presenga

de €4; DA: Doenga de Alzheimer.
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Figura 17: Epigrama ilustrativo resultante da andlise de espectrometria de massa para o gene CNP
de 43 amostras aleatoriamente dispostas dos individuos jovens, idosos e de pacientes com Doencga

de Alzheimer. CP: controle positivo de metilagdo — 100% metilado. CN: controle negativo da reagéo.
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4.1.2.2 Expressao e metilagao em tecido cerebral

Para a anadlise de expressdao e metilacdo do gene CNP, foram
avaliadas 8, 9 e 9 amostras de cortex entorrinal, cortex auditivo e hipocampo,
respectivamente, do grupo de idosos saudaveis. No grupo de pacientes com DA,
foram avaliadas 10, 11 e 11 amostras de cortices entorrinal e auditivo e de

hipocampo, respectivamente.

Foi observada diferenga estatisticamente significante na expressao de
CNP no cortex auditivo e no cortex entorrinal entre os pacientes com DA e idosos.
Por outro lado, nao foi observada diferencga significante entre o hipocampo dos dois

grupos (Tabela 12; Figura 18).

Foi utilizado o grupo de idosos saudaveis como referéncia para o
calculo da QR. Todas as regides cerebrais apresentaram niveis de expressao
diminuidos no grupo de pacientes com DA em relagdo ao grupo de idosos

saudaveis (Tabela 12).

Nao houve diferenga na metilagdo de CNP nas trés regides cerebrais
entre os grupos (Tabela 13, Anexo 8). Foi observada hipometilagdo em todas as

amostras, com porcentagens de metilagao abaixo de 1% (Tabela 13; Figura 17).

Nao houve diferenga na expressao de CNP entre as trés regides
cerebrais analisadas tanto no grupo de idosos (F=0,12; p=0,89) quanto em
pacientes com DA (F=1,97, p=0,16). Também nao foi observada diferenca na
metilacdo de CpGs individuais (Anexo 9) e na média de metilacdo entre as trés
regides no grupo de idosos saudaveis (F=0,12, p=0,89) e no grupo de pacientes
com DA (F=1,00, p=0,38) (Tabela 13).

Tabela 12: Expressao do gene CNP nas trés regides cerebrais de pacientes com Doenga de

Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Regiéo Cerebral yadd Desvio 28¢T Desvio #
N L . ~ 4 = p* o] QR
Médio padrao Médio padrao
Cortex Entorrinal 8 6,02 3,10 10 3,15 1,25 0,04 0,01 0,52
Cortex Auditivo 9 6,63 3,88 11 3,70 1,66 0,04 0,02 0,56
Hipocampo 9 6,67 1,90 11 5,42 4,23 0,43 0,64 0,81

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student, p” teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificacao relativa em relacdo aos idosos.
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Figura 18: Expressdao de CNP em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudaveis.

Comparacao dos valores de 28T

do gene CNP no cértex entorrinal, cértex auditivo e hipocampo
entre o grupo de pacientes com Doenca de Alzheimer e de idosos saudaveis. DA: Doenca de

Alzheimer. * Comparacgao entre os grupos utilizando teste t de Student.

Tabela 13: Metilagcdo do gene CNP nas trés regides cerebrais de pacientes com Doenga de

Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Média de Desvio Média de Desvio * #
Regiao Cerebral metilagdo padrao metilagdo padrao P
Cértex Entorrinal 10 0,04 0,01 11 0,04 0,01 0,92 0,59
Cortex Auditivo 9 0,04 0,01 12 0,03 0,00 0,45 0,82
Hipocampo 10 0,03 0,01 12 0,03 0,00 0,37 0,15

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student, p” teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doencga de Alzheimer.

Adicionalmente, a expressdo de CNP no tecido cerebral (sem a
subdivisdo de regides) diferiu entre idosos saudaveis e pacientes com DA (Tabela
14; Figura 20). A expressao no tecido cerebral foi menor nos pacientes com DA do
que nos idosos controle (QR=0,64). O teste GLM para corregédo da influéncia do
alelo ¢4 de APOE demonstrou diferenca estatisticamente significante entre
pacientes com DA e idosos saudaveis. Entretanto, ndo foi observada diferenga nas
médias de metilagdo (p=0,45) (Tabela 15) e em CpGs especificas do promotor de

CNP entre os dois grupos de analise (Anexo 10).
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Tabela 14: Expressdo do gene CNP em tecido cerebral de pacientes com Doenga de Alzheimer e

de idosos saudaveis.

28T Desvio R #
Grupo N Médio padrao P P Qr
Idosos Saudaveis 26 6,46 2,96 1
1
Pacientes com DA 32 4,12 2,85 0,003 0,00 0,45

N: Nimero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificacao relativa em relacdo aos idosos.

*p=0,003
—_—

F @oé’
Figura 19: Expressao CNP em tecido cerebral em pacientes com Doenca de Alzheimer e em idosos

saudaveis. Comparacio dos valores de 2T

do gene CNP no tecido cerebral de pacientes com
Doenca de Alzheimer e de idosos saudaveis. * Comparacdo entre os grupos utilizando teste t de

Student. DA: Doencga de Alzheimer.

Tabela 15: Metilagdo do gene CNP no tecido cerebral de pacientes com Doenca de Alzheimer e de

idosos saudaveis.

Grupo N Média de Desvio " #
P metilagao padrao P P
Idosos Saudaveis 29 0,04 0,01

. 0,45 0,76
Pacientes com DA 35 0,03 0,01

* Analises de teste t de Student comparando pacientes com DA e idosos saudaveis. N: Numero de

individuos; p: teste t de Student, DA: Doenca de Alzheimer.

4.1.2.3 Comparacgao da expressao e metilagao entre sangue

periférico e tecido cerebral

Aa expressao do gene CNP diferiu entre amostras de sangue
periférico e de tecido cerebral tanto para o grupo de idosos saudaveis, quanto para
o grupo de pacientes com DA (Tabela 16; Figuras 20 A e B). O teste GLM
demonstrou que as diferengas estatisticas entre sangue e cérebro de pacientes

com DA e de idosos controle foram mantidas (Tabela 16).
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N&o foi observada correlagéo significante na expressao de CNP entre
o tecido cerebral e o sangue tanto em amostras de pacientes com DA (R=-0,18;

p=0,60) quanto em idosos saudaveis (R=0,38; p=0,38).

Para o calculo da QR foi utilizado o sangue periférico como referéncia
em relagcdo ao cérebro. O tecido cerebral apresentou menor expressao do gene
CNP em relacdo ao sangue periférico em idosos saudaveis (QR=0,19) e em
pacientes com DA (QR=0,13) (Tabela 16).

No grupo de pacientes com DA, nao foi observada diferenca na média
de metilacdo do gene CNP entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela 17).
Adicionalmente, foi observada uma diferenga pontual na sequéncia de CNP (CpG
7) que apresentou uma maior metilagdo no tecido cerebral em relagdo ao sangue

periférico (Anexo 11).

No grupo de idosos saudaveis, ndao houve diferengca na média de
metilacdo entre sangue e tecido cerebral (Tabela 17). Os padrées de metilagdo
foram bastante heterogéneos, sendo que alguns sitios CpGs apresentaram menor
metilacdo no tecido cerebral em relagdo ao sangue ( CpG 1,2,3,5, 6 e 10) e outros

sitios apresentaram maior metilagado no cérebro (CpG 7, 10, 13 e 14) (Anexo 11).

Tabela 16: Expressdo do gene CNP em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com

Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Tecido -ACT : -ACT :
2 Desvio " # 2 Desvio * #
Médio padrao P QR N Médio padrao P P QR
Sangue 23 33,32 22,55 34 33,91 23,07
<0,001 0,04 0,19 <0,001 <0,001 0,13
Cérebro 26 6,46 2,96 32 4,12 2,85

N: NUmero de individuos; p*: teste t de Student; p": teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4; DA:

Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagéo relativa em relagédo ao sangue.
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Figura 20: Expressdo de CNP em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparagéo dos valores
de 2°°T do gene CNP entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudaveis. B)

Comparacéo dos valores de 2°°T

do gene CNP entre o sangue periférico e o tecido cerebral de
pacientes com DA. DA: Doencga de Alzheimer. * Comparagéo entre os grupos utilizando teste t de

Student.

Tabela 17: Metilagdo do gene CNP em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com

Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Tecido Média de Desvio . Média de Desvio #
L~ = p# o~ = p
metilagcdo padrao metilagdo padrao
Sangue 20 0,03 0,01 29,00 0,03 0,01
Cérebro 29 0,04 0,01 0,32 019 35,00 0,03 0,01 0,54 0.1

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p*: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer.

4.1.3 HSPAS8

4.1.3.1 Andlise de expressao e metilagao em sangue periférico

Para a analise de expressao de HSPAS8, foram avaliadas 22, 22 e 32
amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de idosos saudaveis e de
pacientes com DA, respectivamente. Para a avaliagdo da metilagdo, foram
analisados 15, 13 e 24 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de

idosos saudaveis e de pacientes com DA, respectivamente.

A expressao de HSPAS8 no sangue periférico diferiu significantemente
entre os trés grupos analisados (F=4,59; p=0,01). A analise o post hoc demonstrou
uma diferenca significante entre o grupo de pacientes com DA e jovens. Nao foi

observada diferenga significante entre pacientes com DA e idosos saudaveis,
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assim como entre o grupo de idosos saudaveis e jovens (Tabela 18; Figura 21). O
teste GLM para correcao da influéncia do alelo ¢4 de APOE demonstrou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, assim como a diferenga entre os

pacientes com DA e jovens, e entre pacientes com DA e idosos (Tabela 18).

O grupo de jovens saudaveis apresentou menor expressdo do gene
(QR=0,80) e o grupo de pacientes com DA apresentou uma maior expressao do

gene (QR=1,51) em relagéo aos idosos saudaveis (Tabela 18).

Adicionalmente, foi observada uma diferencga significante na média de
metilagcdo entre os trés grupos analisados (F=4,58, p=0,01). A analise post hoc
demonstrou uma diferenga significante na média da metilagdo entre o grupo de
pacientes com DA e idosos, e uma tendéncia de diferenga entre idosos e jovens
(Tabela 19).

O padrao de metilacao de alguns sitios CpGs foi heterogéneo entre os
grupos. O grupo de pacientes com DA apresentou tanto sitios CpGs mais metiladas
(CpG 2, 3, 4, 13,14 e 22) quanto CpGs menos metiladas (CpGs 7,8,9,10,11,15 e
18) comparado a jovens e a idosos (Anexo 12). Os niveis de metilagdo de HSPAS8
foram extremamente baixos em todos os grupos, nédo superando 1% de metilagéo
(Figura 22). Apos a correcao para a presencga do alelo ¢4 de APOE foi mantida a
diferenca significante entre a metilagcédo dos CpGs entre os grupos (p=0,08) (Tabela
19).

Tabela 18: Expressdo do gene HSPA8 em sangue periférico de pacientes com Doenga de

Alzheimer, de idosos saudaveis e de jovens.

-ACT M
Sangue N N2Ié dio E:::’;g * Post hoc* p# Post hoc# QR
Jovens 22 0,64 0,52 DA x Idosos p=0,13 DA x Idosos p=0,01 0,80
Idosos 22 0,80 0,53 0,01 Da x Jovens p= 0,02 0,004 DA x Jovens p<0,001 1,00
DA 32 1,21 0,91 Idosos x Jovens p= 1,00 Idosos x Jovens p=0,85 1,51

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA,; p# teste GLM
ajustado para a presenga do alelo €4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presenga

de €4; DA: Doencga de Alzheimer; QR: Quantificagao relativa em relagdo aos idosos.
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Figura 21: Expressdo de HSPA8 em sangue periférico. Comparagéo dos valores de 2°°" do gene

HSPAS8 entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doenca de Alzheimer em sangue

periférico. *Comparacgao entre os grupos utilizando teste ANOVA. DA: Doencga de Alzheimer.

Tabela 19: Metilagdo do gene HSPA8 em sangue periférico do grupo de pacientes com Doenca de

Alzheimer, de idosos saudaveis e de jovens.

Sangue N Me‘."a (!e Desv~|o * Post hoc* p# Post hoc*
metilagdo padrao
Jovens 15 0,04 0,01 DA x Idosos p= 0,02 DA x Idosos p<0,001
Idosos 13 0,06 0,04 0,01 Da x Jovens p= 1,00 0,01 DA x Jovens p=1,00
DA 24 0,04 0,02 Idosos x Jovens p= 0,07 Idoso x Jovens p=0,003

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA; p” teste GLM
ajustado para a presencga do alelo €4; Post hoc®: post hoc do teste GLM ajustado para a presenga

de €4; DA: Doenga de Alzheimer.
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Figura 22: Epigrama ilustrativo resultante da anadlise de espectrometria de massa para o gene

HSPAS8 de 40 amostras aleatoriamente dispostas dos individuos jovens, idosos e de pacientes com

Doenga de Alzheimer. CP: controle positivo de metilagdo — 100% metilado. CN: controle negativo da

reagao.
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4.1.3.2 Analise de expressao e metilagao em tecido cerebral

Em idosos saudaveis, foram avaliadas 6, 8 e 9 amostras de cortex
entorrinal, cortex auditivo e hipocampo, respectivamente. No grupo de pacientes
com DA, foram avaliadas 10, 10 e 11 amostras de cortices entorrinal e auditivo e de

hipocampo, respectivamente.

Foi observada diferenga de expressdao de HSPA8 no cortex auditivo,
no cortex entorrinal e no hipocampo entre pacientes com DA e idosos (Tabela 20;
Figura 23). Foi utilizado o grupo de idosos saudaveis como referéncia para o
calculo da QR. Todas as regides cerebrais apresentaram niveis diminuidos,
estatisticamente significantes, de expressdo no grupo de pacientes com DA em

relacdo ao grupo de idosos saudaveis (Tabela 20).

Apesar da expressdo de HSPAS diferir nas trés regides estudadas,
nao houve diferenca na metilagdo de sitios CpGs especificos (Anexo 13) nem na
média de metilagdo nas trés regides entre idosos e pacientes com DA (Tabela 21).
Foi observada hipometilacdo em todas as amostras, com porcentagens de

metilagdo abaixo de 1% (Tabela 21, Figura 22).

N&o houve diferenga de expressdo de HSPAS8 entre as trés regides
cerebrais analisadas tanto no grupo de idosos (F=0,23; p=0,80) quanto no grupo de
pacientes com DA (F=0,97, p=0,39) (Tabela 20). Adicionalmente, ndo foi observada
diferenca na média de metilagdo entre as trés regides no grupo de idosos
saudaveis (F=1,53, p=0,23) e no grupo de pacientes com DA (F=1,69, p=0,20)
(Tabela 21, Anexo 14).

Embora a média de metilagdo n&o tenha variado entre as trés regides
estudadas, alguns sitios CpGs diferiram estatisticamente no grupo de pacientes
com DA. Os sitios CpG 1 e 6 apresentaram menor metilagcdo no coértex entorrinal
quando comparados ao cortex auditivo e ao hipocampo. Por outro lado, os sitios
CpG 15 e 18 apresentaram maior metilagao no cértex entorrinal quando comparado

ao cortex auditivo e ao hipocampo (Anexo 14).
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Tabela 20: Expressdo do gene HSPAS8 nas trés regides cerebrais de pacientes com Doencga de

Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Regido Cerebral 2T Desvio 2%°T  Desvio . #
N Médio padrao N Médio padrao P P Qr
Cortex Entorrinal 6 9,39 3,66 10 3,03 1,89 0,004 0,004 0,32
Coértex Auditivo 8 10,01 4,73 10 3,17 1,85 <0,001 0,002 0,32
Hipocampo 9 8,84 1,93 11 4,13 2,15 <0,001 0,001 0,24

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presencga do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificacao relativa em relacdo aos idosos.
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Figura 23: Expressdo de HSPA8 em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudaveis.

Comparacao dos valores de il

do gene HSPAS8 no cortex entorrinal, cortex auditivo e hipocampo
entre o grupo de pacientes com Doenca de Alzheimer e de idosos saudaveis. DA: Doenca de

Alzheimer.

Tabela 21: Metilagdo do gene HSPAS8 nas trés regides cerebrais de pacientes com Doenga de

Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Média de Desvio Média de Desvio * #
Regido Cerebral metilagdo padrao metilagdo padrao P P
Cortex Entorrinal 10 0,03 0,00 12 0,04 0,03 0,26 0,60
Cortex Auditivo 10 0,03 0,01 12 0,03 0,01 0,80 0,27
Hipocampo 10 0,03 0,00 12 0,03 0,01 0,08 0,04

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p*: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer.

A expressao de HSPA8 no tecido cerebral (sem a subdivisdo de

regides) diferiu significantemente entre idosos saudaveis e pacientes com DA
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(Tabela 22; Figura 24). O valor de QR foi de 0,37, utilizando-se o grupo de idosos
como referéncia. O teste GLM para correcdo da influéncia do alelo ¢4 de APOE
demonstrou diferenga estatistica entre os grupos de pacientes com DA e idosos
(p<0,001). Entretanto, ndo foi observada diferenca nas médias de metilacdo
(Tabela 18) e em CpGs especificas (Anexo 15) que pudessem explicar a

diminuicdo da expressao desse gene nos pacientes com DA.

Tabela 22: Expressao do gene HSPA8 em tecido cerebral de pacientes com Doenga de Alzheimer e

de idosos saudaveis.

28¢T Desvio

* #
Grupo N Médio padrao P P Qr
Idosos Saudaveis 23 9,39 3,43 1,00
< <
Pacientes com DA 31 3,47 1,97 0,001 0,001 0,37

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presencga do alelo €4;

DA: Doencga de Alzheimer; QR: Quantificacao relativa em relacdo aos idosos.

o 5
&
Figura 24: Expressao de HSPA8 em tecido cerebral em pacientes com Doenca de Alzheimer e em

ACT

idosos saudaveis. Comparagdo dos valores de 2° do gene HSPA8 no tecido cerebral de

*

pacientes com Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis. DA: Doenca de Alzheimer.

Comparacgao entre os grupos utilizando-se teste t de Student.

Tabela 23: Metilagado do gene HSPAS8 no tecido cerebral de pacientes com Doenga de Alzheimer e

de idosos saudaveis.

Grupo N Média de Desvio " #
P metilagao padrao P P
Idosos Saudaveis 30 0,03 0,01
. 0,14 0,11
Pacientes com DA 36 0,04 0,02

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student comparando pacientes com DA e idosos saudaveis;

DA: Doenga de Alzheimer.
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4.1.3.3 Comparacao da expressao e metilagao entre sangue

periférico e tecido cerebral

A expressao do gene HSPAS diferiu significantemente entre amostras
de sangue periférico e de tecido cerebral tanto para o grupo de idosos saudaveis
quanto para o grupo de pacientes com DA (Tabela 24; Figuras 25 A e B). O teste
GLM com ajuste para o alelo ¢4 de APOE manteve a diferenca estatistica entre
sangue periférico e tecido cerebral no grupo de idosos, porém, no grupo de

pacientes com DA a diferenca entre os dois tecidos deixou de existir (Tabela 24).

Nao foi observada correlagdo significante na expressdo de HSPAS8
entre o tecido cerebral e o sangue tanto em amostras de pacientes com DA (R=
0,31; p=0,32) quanto em idosos saudaveis (R=-0,18; p=0,67).

Para o célculo da QR, foi utilizado o sangue periférico como referéncia
em relacdo ao cérebro. O tecido cerebral apresentou maior expressao do gene
HSPAS8 em relagao ao sangue periférico para em pacientes com DA (QR=2,87) e
em idosos saudaveis (QR=11,72) (Tabela 24).

No grupo de pacientes com DA, nao foi observada diferenca na média
de metilagcdo do gene HSPAS8 entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela
25). Adicionalmente, foi observada uma diferenga pontual na sequéncia de HSPAS8
(CpG 19 e 20), com menor metilagdo desses sitios CpGs no tecido cerebral em
relacdo ao sangue periférico (Anexo 16). No grupo de idosos saudaveis, o0s
padrées de metilacdo foram bastante heterogéneos. Houve diferenga na média de
metilagdo entre sangue e tecido cerebral (Tabela 25). Os sitios CpG 1,2,3,4,13 e 14
apresentaram maior metilagdo no tecido cerebral em relagdo ao sangue. Ja os
sitios CpG 7, 8, 9, 10, 11 apresentaram menor metilagdo no tecido cerebral (Anexo
16).

Tabela 24: Expressao do gene HSPA8 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com
Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Tecido 22¢T  Desvio # 28¢CT Desvio #
* *
Médio padrio PP QR N yedio  padrio P PP QR
Sangue 22 0,80 0,53 32 1,21 0,91
<0,001 <0,001 11,72 <0,001 <0,001 2,87
Cérebro 23 9,39 3,43 31 3,47 1,97

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p": teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4; DA:
Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagéo relativa em relagédo ao sangue.
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Figura 25. Expressdo de HSPA8 em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparagao dos

ACT

valores de 2™~ do gene HSPAS8 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudaveis.

B) Comparagéo dos valores de 27

do gene HSPAS8 entre o sangue periférico e o tecido cerebral
de pacientes com DA. DA: Doenca de Alzheimer. * Comparagao entre os grupos utilizando teste t de

Student.

Tabela 25: Metilagdo do gene HSPA8 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com

Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Tecido Média de Desvio * # Média de Desvio * #
N metilagdo padrao P metilagdo padrao P
Sangue 13 0,06 0,04 24 0,04 0,02
0,01 <0,001 0,55 0,56
Cérebro 30 0,03 0,01 36 0,04 0,02

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student comparando pacientes com DA e idosos saudaveis,

DA: Doenga de Alzheimer.

4.1.4 HSPA9

4.1.4.1 Andlise de expressao e metilagao em sangue periférico

Para a analise de expressao do gene HSPA9 foram avaliadas 22, 23
e 32 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de idosos saudaveis e
de pacientes com DA, respectivamente. Na avaliacdo da metilagdo, foram
analisados 18, 18 e 29 amostras de sangue periférico dos grupos de jovens, de

idosos saudaveis e de pacientes com DA, respectivamente.

A expressao de HSPA9 no sangue periférico diferiu entre os trés
grupos analisados (F=5,05; p=0,01). A analise post hoc demonstrou diferenca

significante entre o grupo de pacientes com DA e jovens. Nao foi observada
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diferenca significante entre pacientes com DA e idosos saudaveis, e entre o grupo
de idosos saudaveis e jovens (Tabela 26; Figura 26). O teste GLM para corregéo
da influéncia do alelo ¢4 de APOE demonstrou uma diferenga estatistica entre os
grupos, mantendo as diferencas significantes entre o grupo de pacientes com DA e

jovens e entre pacientes com DA e idosos saudaveis (Tabela 26).

Para o calculo da QR, foi utilizado o grupo de idosos como referéncia.
O grupo de jovens saudaveis e o grupo de pacientes com DA apresentaram uma
QR de 0,79 e 1,46, respectivamente. O grupo de jovens saudaveis apresentou
menor expressdo do gene HSPA9 em relagao ao grupo de idosos, enquanto que o
grupo de pacientes com DA apresentou maior expressdo génica quando

comparado aos idosos (Tabela 26).

Adicionalmente, nao foi observada diferenca na média de metilagao
entre os trés grupos analisados (F=0,29, p=0,75) (Tabela 27). No entanto, foi
observada uma diferenca pontual na sequéncia de HSPA9 em sitios CpG
sequenciais (CpG 1,2,3,5,6,7,8,9,10), como uma menor metilacdo no grupo de
pacientes com DA em relagao aos dois grupos controles (Anexo 17). Como para os
demais genes, HSPA9 apresentou niveis de metilagdo baixos em todos os grupos,

nao superando 1% de metilac&o (Figura 27).

Tabela 26: Expressdo do gene HSPA9 em sangue periférico de pacientes com Doenca de

Alzheimer, de idosos saudaveis e de jovens.

-ACT .

Sangue N I\zé dio gae::;z p* Post hoc* p# Post hoc# QR
Jovens 22 5,57 5,31 DA x Idosos p= 0,12 DA x Idosos p=0,11 0,79
Idosos 22 7,06 3,37 0,01 Da x Jovens p= 0,01 0,01 DA x Jovens p=0,01 1

DA 32 10,28 6,90 Jovens x ldosos p= 1,00 Idosos x Jovens p=1,00 1,46

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; Post hoc*: post hoc do teste ANOVA,; p# teste GLM
ajustado para a presenga do alelo €4; Post hoc#: post hoc do teste GLM ajustado para a presenga

de €4; DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagao relativa em relagdo aos idosos.
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Figura 26: Expressao de HSPA9 em sangue periférico. Comparagéo dos valores de 22T do gene
HSPA9 entre os grupos de jovens, idosos e pacientes com Doenga de Alzheimer em sangue

periférico. *Comparacgao entre os grupos utilizando teste ANOVA. DA: Doencga de Alzheimer.

Tabela 27: Metilagdo do gene HSPA9 em sangue periférico de pacientes com Doenga de
Alzheimer, de idosos saudaveis e de jovens.

Sangue N Média de metilagdo Desvio padrao p* p#

Jovens 18 0,05 0,01

Idosos 18 0,05 0,01 0,75 0,46
DA 29 0,05 0,01

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; p” teste GLM ajustado para a presencga do alelo £4; DA:
Doenca de Alzheimer.
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Figura 27: Epigrama ilustrativo resultante da analise de espectrometria de massa para o gene
HSPA9 de 42 amostras aleatoriamente dispostas dos individuos jovens, idosos e de pacientes com
Doenga de Alzheimer. CP: controle positivo de metilagdo — 100% metilado. CN: controle negativo da

reagao.
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4.1.4.2 Analise de expressao e metilagao em tecido cerebral

Na analise de metilagdo e expressdo do gene HSPA9, foram
analisadas 6, 9 e 9 amostras de cortex entorrinal, de cortex auditivo e de
hipocampo, respectivamente, do grupo de idosos saudaveis. No grupo de
pacientes com DA, foram avaliadas 10, 11 e 11 amostras de cértices entorrinal e

auditivo e de hipocampo, respectivamente.

Foi observada diferenga de expressdao de HSPA9 no cortex auditivo,
no coértex entorrinal e no hipocampo entre pacientes com DA e idosos controles
(Tabela 28; Figura 28). Todas as regides cerebrais apresentaram niveis diminuidos
de expresséao, estatisticamente significantes, no grupo de pacientes com DA em

relacdo ao grupo de idosos saudaveis (Tabela 28).

Apesar de HSPA9 expressar-se diferentemente entre os grupos nas
trés regides cerebrais analisada, nao foi observada uma diferenga na média de
metilagdo nessas regides entre pacientes com DA e idosos saudaveis (Tabela 29).
A metilacéo dos sitios CpGs 14, 19 e 20 diferiram entre idosos e pacientes com DA
(Anexo 18). Foi observada hipometilagdo em todas as amostras, com porcentagens

de metilagao abaixo de 1% (Tabela 29, Figura 27).

Nao houve diferengca de expressédo entre as trés regides cerebrais
analisadas (cortices entorrinal e auditivo e hipocampo) tanto no grupo de idosos
(F=1,13; p=0,34) quanto no grupo de pacientes com DA (F=0,64, p=0,53).
Adicionalmente, nao foi observada diferenga na média de metilagdo entre as trés
regides nos pacientes com DA e nos idosos controles. Houve diferenca de
metilacdo no sitio CpG 21 entre o cortex auditivo e o hipocampo no grupo de

pacientes com DA (Anexo 19).
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Tabela 28: Expressdo do gene HSPA9 nas trés regides cerebrais de pacientes com Doenca de

Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Regiéo Cerebral N NZI"AC_T Desvio 2"A°_T Desvio p* o* Qr
édio padrao Médio padrao
Cortex Entorrinal 6 35,48 15,69 10 8,31 9,26 0,001 <0,001 0,23
Cortex Auditivo 9 48,54 21,43 11 9,53 16,56  <0,001 <0,001 0,20
Hipocampo 9 4717 12,02 11 8,08 8,09 <0,001 <0,001 0,17

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p*: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagao relativa em relagdo aos idosos.

R DA
80- ~ P<0,001 [ ldosos
' - p=0,001 * p<0,001
L
L) L)

Figura 28. Expressdo de HSPA9 em tecido cerebral de pacientes com DA e idosos saudaveis.

Comparac&o dos valores de 2T

do gene HSPAY9 no cortex entorrinal, cortex auditivo e hipocampo
entre o grupo de pacientes com Doenca de Alzheimer e de idosos saudaveis. * Comparagéo entre

os grupos utilizando teste t de Student. DA: Doenga de Alzheimer.

Tabela 29: Metilacdo do gene HSPA9 nas trés regides cerebrais de pacientes com Doencga de

Alzheimer e de idosos saudaveis.

ldosos Saudaveis Pacientes com DA
Média de Desvio Média de Desvio * #
Regido Cerebral metilagdo padrao metilagdo padrao P P
Cortex Entorrinal 10 0,04 0,00 12 0,04 0,01 0,26 0,49
Cortex Auditivo 10 0,04 0,01 11 0,04 0,01 0,81 0,15
Hipocampo 10 0,04 0,01 12 0,04 0,01 0,11 0,05

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p*: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doencga de Alzheimer.

Adicionalmente, a expressdao de HSPA9 no tecido cerebral (sem a
subdivisdo de regides) diferiu significantemente entre idosos saudaveis e pacientes
com DA (Tabela 30; Figura 29). O valor de QR foi de 0,19, utilizando o grupo de

idosos como referéncia. O teste GLM para ajuste pela presenca do alelo €4 de
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APOE demonstrou diferenga estatistica entre os grupos de pacientes com DA e
idosos. No entanto, ndo foi observada diferenga nas médias de metilagdo (Tabela
31) e em CpGs especificas que pudessem explicar a diminuicdo da expressao

desse gene nos pacientes com DA (Anexo 20).

Tabela 30: Expressao do gene HSPA9 em tecido cerebral de pacientes com Doenga de Alzheimer e

de idosos saudaveis.

28¢T Desvio R #
Grupo N Médio padrao P P Qr
Idosos Saudaveis 24 44,76 17,14 1,00
’ ’ < 1 < 1 ’
Pacientes com DA 32 8,65 11,61 0,00 0,00 0,19

N: Nimero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagao relativa em relagdo aos idosos.

80+ *p<0,001

204
X ?
&

Figura 29. Expressdo de HSPA9 em tecido cerebral em pacientes com Doencga de Alzheimer e em
ACT

idosos saudaveis. Comparagdo dos valores de 2° do gene HSPA9 no tecido cerebral de
pacientes com Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis. * Comparagdo entre 0s grupos

utilizando teste t de Student. DA: Doenga de Alzheimer.

Tabela 31: Metilagado do gene HSPA9 no tecido cerebral de pacientes com Doenga de Alzheimer e

de idosos saudaveis.

Grupbo N Média de Desvio * #

P metilagdo padrao P P
Idosps Saudaveis 30 0,04 0,01 0,09 0,02
Pacientes com DA 35 0,04 0,01

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presencga do alelo €4;
DA: Doenga de Alzheimer
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4.1.4.3 Comparacao da expressao e metilagao entre sangue

periférico e tecido cerebral

A expressao do gene HSPAY diferiu significantemente entre sangue
periférico e tecido cerebral no grupo de idosos saudaveis, porém nao houve
diferenca significante entre esses dois tecidos no grupo de pacientes com DA
(Tabela 32; Figuras 30 A e B). O teste GLM utilizando o alelo ¢4 de APOE como
variavel de interagcdo também demonstrou uma diferenga estatistica entre sangue
periférico e tecido cerebral no grupo de idosos, e nao foi observada diferenca entre

os dois tecidos no grupo de pacientes com DA (Tabela 32).

Nao foi observada correlagao significante na expressdo de HSPA9
entre o tecido cerebral e o sangue tanto em amostras de pacientes com DA
(R=0,14; p=0,66) quanto em idosos saudaveis (R=0,10; p=0,81).

Para o célculo da QR, foi utilizado o sangue periférico como referéncia
em relacdo ao cérebro. O tecido cerebral apresentou maior expressédo do gene
HSPA9 em relagao ao sangue periférico no grupo de idosos saudaveis (QR=6,34),
porém, no grupo de pacientes com DA, foi observada uma expressao reduzida
(QR=0,84) (Tabela 32).

No grupo de pacientes com DA, nédo foi observada diferenca na média
de metilacdo do gene HSPA9 entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela
33). Adicionalmente, foi observada uma diferenca pontual na sequéncia do gene
(CpGs 6, 7, 8, 9, 10, 23 e 24), com uma maior metilagcdo no tecido cerebral em

relacdo ao sangue periférico (Anexo 21).

No grupo de idosos, foi observada diferenga na média de metilagao
do gene HSPA9 entre sangue periférico e o tecido cerebral (Tabela 33). O padréo
de metilacdo dos tecidos foi bastante heterogéneo, apresentando diferenca em
alguns sitios CpGs. Os sitios CpG 1 e 11 apresentaram menor metilagdo no tecido
cerebral em relagdo ao sangue. Ja os sitios CpG 19, 20, 21 e 22 apresentaram

maior metilagdo no cérebro (Anexo 21).
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Tabela 32: Expressdo do gene HSPA9 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com

Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Tecido 22T pesvio # 24cT Desvio #
* *
Médio padrio P PP QR N yedio  padrio P PP QR
706 3,37 32 10,28 6,90
Sangue 23 <0,001 0,001 6,34 050 0,02 0,84
Cérebro 24 44,76 17,14 32 8,65 11,61

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p”: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer; QR: Quantificagao relativa em relagdo ao sangue.
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Figura 30: Expressdo de HSPA9 em sangue periférico e tecido cerebral. A) Comparagao dos valores
de 2°°" do gene HSPA9 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de idosos saudaveis. B)

Comparacgéo dos valores de 277

do gene HSPA9 entre o sangue periférico e o tecido cerebral de
pacientes com DA. DA: Doencga de Alzheimer. * Comparagéo entre os grupos utilizando teste t de

Student.

Tabela 33: Metilagdo do gene HSPA9 em sangue periférico e tecido cerebral de pacientes com

Doenga de Alzheimer e de idosos saudaveis.

Idosos Saudaveis Pacientes com DA
Tecido Média de Desvio . Média de Desvio .
o = p# o = p#
metilagdo padrao metilagdo padrao
18 0,05 0,01 29 0,05 0,01
Sangue <0,001 0,01 0,06 0,11
Cérebro 30 0,04 0,01 35 0,04 0,01

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p*: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer.

4.2 Analise da metilacao de sequéncias LINE1

Para a analise de metilagdo global, foram avaliadas 8, 8 e 9 amostras

de cortex entorrinal, de cértex auditivo e de hipocampo, respectivamente, do grupo
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de idosos saudaveis. No grupo de pacientes com DA, foram avaliadas 10, 10 e 12

amostras dos cortices entorrinal e auditivo e do hipocampo, respectivamente.

No presente estudo, a metilagdo global no cortex auditivo n&o diferiu
entre pacientes com DA e idosos saudaveis (p=0,12). Entretanto, foi observada
uma diferenga nas médias de metilagdo do cortex entorrinal (p<0,001) e do
hipocampo (p=0,03) quando os dois grupos foram comparados (Tabela 34; Figura
31).

Na analise de alelos de APOE, foi observada associacado do alelo €4
com 0s grupos, por isso foi realizado o teste GLM utilizando o alelo ¢4 de como
variavel de interagdo para ajustar os resultados significantes observados. Apos a
corregdo, foi observada diferenga significante no coértex auditivo, no cortex

entorrinal e no hipocampo entre pacientes com DA e idosos saudaveis (Tabela 34).

A metilagdo de LINE1 diferiu significantemente entre as trés regides
cerebrais no grupo de idosos saudaveis (F=20,46, p<0,001) e em pacientes com
DA (F=12,02, p<0,001).

No grupo de idosos, o teste post hoc demonstrou uma diferenca
significante entre o cortex entorrinal e o cértex auditivo (p<0,001) e entre o cortex
entorrinal e o hipocampo (p=0,001). Foi observado que a metilacdo de LINE1 era
menor no cértex entorrinal do que nas demais regides cerebrais (Tabela 34). Apos
a corregao pelo presenca do alelo €4, foi observada uma diferenga significante
entre o cortex entorrinal e o cortex auditivo (p<0,001), entre o cortex entorrinal € o

hipocampo (p=0,001) e entre o cortex auditivo e o hipocampo (p=0,02).

No grupo de pacientes com DA, foi observa uma diferenga significante
entre o hipocampo e o cértex auditivo (p<0,001) e entre o hipocampo e o cortex
entorrinal (p=0,01), com o hipocampo apresentando menos metilagao global que as
demais regides (Tabela 34, Figura 32). Apos a corregdo utilizando o alelo €4 de
APOE como variavel de interagdo, foram mantidas as diferengas significantes nas
médias de metilacdo entre o hipocampo e o coértex auditivo (p<0,001) e entre o

hipocampo e o cortex entorrinal (p<0,001).
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Tabela 34: Médias de metilagao de LINE1 nas trés regibes cerebrais de pacientes com DA e idosos

saudaveis.
Idosos saudaveis Pacientes com DA
Regido Cerebral % Média de Desvio % Média de Desvio * #
N D . = I = p p
metilagdo padrao metilagao padrao
Coértex Entorrinal 8 77,48 2,52 10 83,13 2,77 <0,001 <0,001

Cortex Auditivo 8 85,36 1,96 10 84,34 0,81 0,12 0,03
Hipocampo 9 82,92 2,94 12 79,61 2,94 0,03 0,01

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; p*: teste GLM ajustado para a presenca do alelo €4;

DA: Doenga de Alzheimer.
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Figura 31: Porcentagens médias de metilacao de LINE1 entre pacientes com Doenga de Alzheimer
e idosos saudaveis. Valores de p referentes ao teste t de Student para comparagéo entre os dois

grupos de estudo.
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Figura 32: Porcentagens médias de metilagdo de LINET1 em cortex auditivo, cortex entorrinal e
hipocampo de (A) pacientes com Doenga de Alzheimer e (B) do grupo de idosos saudaveis. Valores

de p referentes ao test. t ANOVA para comparagao entre as regides cerebrais apresentadas.
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5 DISCUSSAO

5.1 DPYSL2

O gene DPYSL?2 codifica uma proteina envolvida na diferenciacao
neuronal e na formagdo de axbnios, sendo que, alteragdes na expressao
protéica sdao apontadas como indutoras de anormalidades de

neurodesenvolvimento (92).

Em nosso estudo, observamos uma maior expressdo de DPYSL?2
em sangue periférico de jovens em relagdo aos grupos de pacientes com DA e
idosos saudaveis (Tabela 4). Em sangue periférico, a expressdo de DPYSL2
pode estar associada ao processo de envelhecimento e aparentemente nao
apresenta influéncia na DA, uma vez que, ndo houve diferenga entre o grupo de
idosos e pacientes. Nossos achados corroboram o estudo de Zhao e
colaboradores (2006), que investigaram a expressao de RNAmM de DPYSL2 em
linfécitos de pacientes com esquizofrenia e observou correlagdo negativa da

expressao com idade (92).

Estudo de Rouzaut e colaboradores (2000), descreveu a expressao
de DPYSL2 em cultura de células mononucleares do sangue periférico, com
aumento e diminuicdo de RNAm durante a diferenciagdo celular do sistema
imune. A expressao do gene variou em intervalos, de acordo com a inser¢ao de
peptideos indutores de diferenciagdo, sugerindo uma participacédo de DPYSL2

como modulador de sinais extracelulares para a diferenciagao celular (127).

E possivel que a maior expressdo de DPYSL2 nos individuos
jovens observada em nosso estudo esteja relacionada a uma maior
diferenciagao celular e maior potencial de proliferacdo do sistema imunolégico
destes individuos (128).

Devido a auséncia de sucesso na analise de espectrometria de
massa, nao foi possivel avaliar se a diferenga na expressao do gene DPYSL2,

observada entre os grupos estava associada a um controle epigenético.
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No tecido cerebral, estudos que investigaram a expressao protéica
de DPYSL2 apresentaram resultados conflitantes. Estudo de Johnston e
colaboradores (2000) relataram a diminuigdo protéica no cortex frontal de
pacientes com esquizofrenia, doenga bipolar e depressdo maior. Por outro lado,
estudo de Edgar e colaboradores (2000), descreveram o aumento desta proteina
no hipocampo destes pacientes. E possivel que as diferencas entre a expressao
nos estudos possa ser decorrente de uma heterogeineidade entre as diferentes

regides cerebrais estudadas (95, 96).

Na avaliagao do tecido cerebral, foi observada diferencga estatistica
entre o cérebro de idosos e pacientes com DA quando avaliamos o tecido sem
subdividi-lo por regides. Quando analisamos as regides separadamente, embora
sem significancia estatistica, foi observada uma menor expressdo de DPYSL2
nas trés regides estudadas (cortex entorrinal, hipocampo e cértex auditivo) em
relagcdo aos controles idosos (Tabela 5). Estes achados corroboram os estudos
de protedmica que relataram a diminuicdo dos niveis de DPYSL2 no hipocampo

de e em lobo temporal de pacientes com DA em relagao a controles (97, 98).

Embora tenha sido observada diferenga nos niveis de proteina, o
estudo de Lubec e colaboradores (1999) nao relatou alteragdes significantes
entre a expressdao de RNAm de DPYSL2 nas diferentes regides cerebrais

estudadas, assim como em nosso estudo (97).

Nao foi observada diferenca na quantificagdo da metilacdo de
DPYSL?2 no tecido cerebral agrupado, nem nas trés regides cerebrais analisadas
separadamente. As porcentagens de metilagdo nos dinucleotideos CpGs foram
baixas, e apresentaram niveis que nao parecem suficientes para inibir a acdo do

gene e controlar os niveis de proteina.

Alguns eventos pos traducionais sdo apontados como reguladores
da atividade protéica de DPYSL2 na DA. Cole e colaboradores (2007)
observaram a hiperfosforilagdo de DPYSL2 em cortex e hipocampo de humanos
e de modelo animal para DA (129). Além disso, estudos de Sultana e

colaboradores (2006) relataram o aumento da oxidagdo desta proteina na
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doenga como um dos fatores responsaveis pela diminuicdo protéica observada
(98).

Na analise entre tecidos, foi observada maior expressdo do gene
DPYSL2 no sangue periférico do que no tecido cerebral, tanto no grupo de
pacientes com DA como em idosos saudaveis. Esse padrao de expressao nao
corrobora a maioria dos estudos observados na literatura, agrupados em base
de dados de expressao como TIGER Database Gene View (130), que
descreveram uma maior expressdo de DPYSL2 no cérebro em relacdo ao

sangue.

A observagao da diferenga de expressao entre o sangue periférico
e o tecido cerebral era prevista devido a suas peculiaridades e funcdes distintas.
Por isso, foi avaliada a presenca de correlagdo entre os dois tecidos para
verificar se estes se comportavam da mesma forma, e se seria possivel utilizar
um tecido periférico como preditor da expressdo deste gene no cérebro. Tal
correlagao nao foi observada e, portanto ndo podemos inferir o comportamento

de DPYSLZ2 no cérebro baseando-se na expressao do sangue.
5.2 CNP

E proposto que a oligodendroglia, a principal célula formadora de
mielina no SNC, esteja afetada na DA. O gene CNP codifica a proteina
responsavel por aproximadamente 4% do conteudo de proteinas mielinicas,
sendo que, por muito tempo foi considerada indicativa da formacédo de mielina
(100).

Poucos estudos investigaram a expressao de CNP em sangue
periférico, dada a provavel especificidade da funcdo da proteina. Gutiérrez-
Fernandez e colaboradores (2010) ndo observaram diferenga de expressao de
CNP em sangue periférico de individuos em primeiro episédio psicético e
disturbios bipolares, em relagdo a individuos controles (131). Em nosso estudo,
observamos uma maior expressdo de CNP em sangue periférico de jovens em

relagdo aos grupos de pacientes com DA e idosos saudaveis (Tabela 10).
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Em nosso estudo, foi observada diferenca estatistica entre a
expressao de CNP no cérebro de idosos e pacientes com DA, quando avaliamos
o tecido sem subdividi-lo por regides. Considerando as regides separadamente,
foi observada diferenca na expressao de CNP entre o cortex auditivo e o cortex
entorrinal, ambas localizadas no lobo temporal, de pacientes com DA e idosos

saudaveis (Tabela 12).

Nossos achados corroboram o estudo de Vlkolinsky e
colaboradores (2001) que demonstraram um decréscimo significante na
quantidade protéica de CNP na regido do cortex frontal de pacientes com DA e
uma tendéncia ao decréscimo também nas regides de cortex parietal e temporal
(101). Por outro lado, nossos resultados divergem da observacéo de Reinikainen
e colaboradores (1989) que descreveram o aumento na quantidade de proteina

CNP em cortex temporal de pacientes com DA (102).

Roher e colaboradores (2002) descreveram a diminuigado de 17%
da quantidade protéica de CNP na substancia branca de pacientes com DA em
relagdo a mesma regiao de individuos controles. Além disso, o estudo
demonstra que a diminuicdo de CNP acompanha o grau da evolug¢ao da doenca,
com maior diminuigdo protéica ocorrendo em estagio Braak mais avangado

(Braak VI) em relagdo ao Braak | e 11 (100).

E possivel que, a diminuicdo de CNP encontrada no lobo temporal
dos pacientes com DA do nosso estudo possa atuar na perda da funcao
sinaptica, declinio cognitivo e morte neuronal em decorréncia da auséncia de

mielinizagdo na regiao.

Na analise entre tecidos, foi observada maior expressdo do gene
CNP no sangue periférico do que no tecido cerebral, tanto no grupo de pacientes
com DA como em idosos saudaveis (Tabela 16). Poucos estudos avaliaram a
expressao de CNP em sangue periférico, e em algumas bases de dados nao sao
encontradas referéncias da expressdao deste gene neste tecido. A maior
quantidade de RNAm de CNP em sangue pode se dever a participagado deste

gene em outras vias ainda ndo conhecidas ou a alteragbes em sua estrutura,
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como polimorfismos, que possam aumentar ou diminuir a expressao génica
(132).

Peirce e colaboradores (2006) relataram a diminuicdo de
expressédo do gene CNP associada ao alelo A do rs2070106 (133). Além disso,
Che e colaboradores (2009) descreveram diminuicdo, embora sem diferencga
estatistica, da expressdo de CNP em resposta ao tratamento farmacoldgico

utilizando os antipsicéticos clorpromazina, risperidonal e clozapina (132).

A observagao da diferenca de expressao entre o sangue periférico
e o tecido cerebral era prevista devido a suas peculiaridades morfofuncionais.
Por isso, foi avaliada a presenca de correlacdo entre os dois tecidos para
verificar se estes se comportavam da mesma forma, e se seria possivel utilizar
um tecido periférico como preditor da expressdo deste gene no cérebro. Tal
correlagao nao foi observada e, portanto ndo podemos inferir o comportamento

de CNP no cérebro baseando-se na expressao do sangue.

Nao foi observada diferenca na média de metilacdo e em sitios
CpGs especificos que possam explicar as variagdes encontradas no cérebro.
Nas analises de sangue periférico, comparando os diferentes grupos, e
comparando-se os diferentes tecidos, foi observada diferenga significante da
metilacado do sitio CpG7 do promotor de CNP (Anexo 7). Nesta regiao, encontra-
se o sitio de ligagao para o fator de transcricdo ETS7, que atua em diversos
eventos como diferenciacdo de células tronco e senescéncia celular, porém. As
porcentagens de metilagdo foram muito baixas em todos os sitios CpGs, e
provavelmente insuficientes para inibir a ligacdo de fatores de transcricao que

possam impedir a expressao do gene.

5.3 HSPA8 e HSPA9

Proteinas heat shock (HSP) estdo envolvidas nas mudangas
conformacionais de outras proteinas por meio do dobramento e agrupamento em
estruturas oligoméricas. A proteina HSPA8 atua na manutencdo dos
proteossomos € no reconhecimento conformacional de proteinas com

dobramento erréneo, auxiliando a remogao de proteinas danificadas nos tecidos
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(104). Ja a HSPA9, que ¢ induzida por privagao de glicose e danos oxidativos,

auxilia na sobrevivéncia celular sob condigbes de estresse (110).

Em nosso estudo, avaliamos a expressao de HSPA8 e HSPA9 e as
duas chaperonas apresentaram o mesmo perfil de expressao nas analises entre

grupos bioldgicos e tecidos utilizados.

No sangue periférico, foi observado aumento significante entre a
expressao de HSPA8 e HSPA9 no grupo de individuos com DA em relagao aos
idosos e jovens saudaveis (Tabelas 18 e 26). E possivel que o aumento da
expressao de HSPA8 e HSPA9 em pacientes com DA, esteja relacionada a uma
ativagdo génica na tentativa de corrigir um estresse oxidativo comumente
descrito na doenga (134). Torres e colaboradores (2011) relataram o aumento do
nivel de marcador de peroxidacéao lipidica, o malonaldeido, em sangue periférico
de pacientes com DA e individuos com declinio cognitivo leve, caracterizando

um aumento do estresse oxidativo nestes individuos (135).

Em nosso estudo, foi observada diferenca estatistica entre a
expressdo de HSPA8 e HSPA9 no cérebro de idosos e pacientes com DA,
quando avaliamos o tecido sem subdividi-lo por regides (Tabelas 22 e 30).
Considerando as regides separadamente, foi observada diferengca na expressao
de HSPA8 e HSPA9 entre as trés regides; cortex auditivo, cortex entorrinal e
hipocampo de pacientes com DA e idosos saudaveis (Tabelas 20 e 28). Ambas
chaperonas apresentaram niveis menores de expressao nos individuos com DA

em relagao aos idosos saudaveis.

Nossos resultados corroboram a diminuicdo protéica observada por
Yoo e colaboradores em (2001), onde HSPA8 e HSPA9 apresentaram menores
niveis de proteina no lobo temporal e HSPA9 também apresentou diminuicdo em

lobo parietal de pacientes com DA em relagdo aos idosos controles (105).

Em outras doengas neurodegenerativas a diminuigdo preotéica de
HSPA8 e HSPA9 também é descrita. Em modelo in vitro de ataxia
espinocerebelar foi observada diminui¢ao protéica de chaperonas, incluindo-se a

HSPAS8. Na Doenca de Parkinson, foi descrita a diminuigao significante entre os
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niveis de HSPA8 em substancia negra e diminuicao de HSPA9 em cortex pré-

frontal de pacientes em relagdo aos controles (107, 136, 137).

E possivel que a diminuicdo nos niveis de HSPA8 e HSPA9
observada em nosso estudo esteja relacionada a uma diminuicdo na eliminagao
de BA, com consequente agrupamento desta proteina no tecido cerebral de
pacientes com DA (91). Além disso, a auséncia destas chaperonas pode exercer
um papel importante na morte neuronal observada na doenga, uma vez que,

estas atuam na sobrevivéncia celular expostas ao estresse oxidativo (104).

Na analise entre tecidos, foi observada maior expressao dos genes
HSPA8 e HSPA9 no tecido cerebral em relagdo ao sangue periférico, tanto no
grupo de pacientes com DA como em idosos saudaveis (Tabelas 24 e 32). E
possivel que estas chaperonas, apesar de apresentarem expressao constitutiva,
tenham um papel tecido-especifico. Apesar de estarem mais expressas no
cérebro, as médias de expressao nos pacientes com DA foram inferiores as dos
idosos controles, o que demonstra uma alteragdo destes genes em decorréncia

da doencga.

Apos a corregao para a presenga do alelo €4 apenas o grupo de
idosos saudaveis apresentou diferenca significante entre o sangue periférico e o
cérebro (Tabela 24 e 32), possivelmente por uma diferenca tecido especifica na
necessidade de acdo das chaperonas. Apesar de nao existir diferengas na
expressado dos genes HSPA8 e HSPA9 entre sangue periférico e cérebro nos
pacientes com DA, estes tecidos ndo se comportam da mesma maneira, € nao
foi possivel estabelecer uma correlagdo entre eles. E possivel que a express&o
semelhante entre sangue e cérebro de pacientes com DA possa ocorrer devido a

atuacao tecido-especifica de cada chaperona.

Para investigar se a diminuigao de expressdo de HSPA8 e HSPA9
no tecido cerebral ocorria devido a uma regulagdo epigenética, nosso estudo
avaliou o perfil de metilagdo dos promotores destes genes em pacientes com DA

e controles.

O promotor do gene HSPAS8 apresentou diferenca nas médias de

metilagdo entre pacientes com DA e idosos. Os sitios CpGs diferencialmente
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metilados apresentavam sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo como
GATA1, GATA2 e SP1, sendo este ultimo inibido por metilagcdo. O promotor de
HSPA9 nao apresentou diferenga nas médias de metilagao entre os grupos, mas
alguns CpGs apresentaram diferenga nas porcentagens de metilagdo.
Novamente, na sequéncia promotora de HSPA9 também existiam sitios de
ligacdo dos fatores de transcricdio GATA71, GATA2 e NFR-2. Apesar das
diferencas estatisticas observadas, as porcentagens de metilagdo foram muito
baixas em todos os CpGs de HSPA8 e HSPA9, e provavelmente insuficientes
para inibir a ligacdo de fatores de transcricdo que possam inibir a expressao do

gene.

5.4 LINE1

Além da avaliagdo da metilacdo de genes candidatos, com intuito
de verificar uma possivel regulacdo epigenética especifica, nosso estudo

também avaliou os niveis de metilagdo de sequéncias LINE1.

As sequéncias LINE1 sao elementos de repeticdo que compdem
5% do genoma total da célula. Quantificar a metilagdo de sequéncias repetitivas
como LINE1, Alu e a-SAT é maneira mais informativa de estimar a metilacéo
global do genoma e esta abordagem tem sido utilizada amplamente em diversas
doencas (120).

Bollati e colaboradores (2011) descreveram a metilagdo de
sequéncias LINE1, Alu e SAT-a em sangue periférico de pacientes com DA e
controles, e correlacionaram a maior metilagdo com o pior desempenho dos
pacientes no MEEM (120). Estes achados indicam uma possivel participacédo da
metilacao de LINE1 na DA.

Em nosso estudo, foi investigada a metilagdo de sequéncias LINE1
em pacientes com DA e idosos controles, na tentativa de avaliar se o perfil de
metilagdo global diferia entre grupos e entre regides cerebrais de acordo com o
acometimento pela doenga. Ao nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo
que avaliou o perfil de sequéncias LINE1 em tecido cerebral de pacientes com
DA.
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Foi observada diferenga estatistica entre a média de metilagao de
LINE1 no cérebro de idosos e pacientes com DA entre o cortex entorrinal e o
hipocampo (Tabela 34). Curiosamente, as duas regides que apresentaram
diferengas entre os grupos, cértex entorrinal e hipocampo, sao afetadas no inicio
do acometimento pela DA. Porém, o padrdo de metilagdo foi contraditorio nas
duas regides, observando-se maior metilagdo no cértex entorrinal e menor
metilacdo no hipocampo de pacientes em relacdo aos controles. O cértex
auditivo, afetado mais tardiamente na doenca, apresentou maior média de

metilagcdo em ambos 0s grupos.

E possivel que a metilacdo de LINE1 esteja relacionada & DA, mas
ndo siga a ordem de acometimento clinico de cada regido. Outra possibilidade é
que, dado o avango da doenca nestes individuos, a sequéncia de eventos nao

seja mais detectavel nestes pacientes.

Considerando-se a metilagdo de forma geral, o grupo de pacientes
com DA apresentou maior metilacdo de sequéncias LINE1 do que o grupo
controle. Nossos achados corroboram o estudo de Bollati e colaboradores (2011)
que apresentaram maior metilagcao global em pacientes com DA em relagao aos
controles. As médias de metilagdo de LINE1 de idosos e pacientes com DA
descritas em nosso estudo estdo concordando com as médias de metilacao

descritas em sangue periféricos dos mesmos grupos (entre 80-85%).

Analisando cada regidao do grupo de idosos e do grupo de
pacientes, o cortex auditivo apresentou maior porcentagem de metilagdo nos
sitios CpGs em relagcdo as demais regides cerebrais (Tabela 34). No grupo de
idosos, a segunda regiao mais metilada foi o hipocampo, seguido do cértex
entorrinal. Ja no grupo de pacientes com DA, a segunda regidao mais metilada foi

o cortex entorrinal seguido do hipocampo.

A dinamica de metilagdo de LINE1 em cada grupo, ndo seguiu um
padrao relacionado ao comprometimento neuropatoldgico inicial ou tardio de
cada regiao na doencga. Os padrdes diferentes de metilagdo, contudo, podem
estar relacionados a heterogeneidade de fungdes e perfis de expressao distintos

de cada regido.
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Discussao

As porcentagens de metilacdo de LINE1 observadas em nosso
estudo corroboram o estudo de Bollati e colaboradores (2011) que relataram

cerca de 80-85%, de metilacdo em pacientes com DA (138).

Na analise de metilagdo de genes candidatos, os niveis de
metilagdo observados em nosso estudo ndo ultrapassaram 1%. A correlagao
entre a quantidade de metilagdo e diminuicdo da expressédo génica parece ser
distinta para cada gene, de acordo com a sua fung¢ao ou via metabdlica, porém,
os dados da literatura descrevem niveis de metilagdo abaixo de 3-10% como

hipometilados ou ndo metilados (139).

Como os niveis de metilagao foram extremamente baixos, apesar
de obtermos algumas diferencas estatisticas significantes, ndo consideramos
tais diferencas biologicamente significantes, e acreditamos que tais niveis de
metilacdo ndo sejam capazes de atuar regulando a expressdo dos genes

estudados.

E importante ressaltar que a metilagdo do DNA ndo é o Unico
mecanismo epigenético capaz de regular a expressao génica. Além disso, nosso
estudo avaliou alguns sitios CpGs dos promotores génicos, € ndo o promotor em
sua totalidade, sendo possivel que a metilagdo possa ocorrer em outros CpGs

nao avaliados.

Estudos tém demonstrado que a metilagdo pode ocorrer em
regides afastadas dos promotores, denominadas CpG shores, e desta forma,
regular a expressdo génica (59). Em nosso estudo, tais regides nao foram

avaliadas.

Fatores como o uso de medicamentos podem influenciar a
expressao génica e a metilagao global do DNA. Muitos dos pacientes com DA
avaliados em nosso esudo eram tratados com inibidores de acetilcolinesterase e
neurolépticos que atuam como antagonistas do receptor de dopamina. O uso de
medicamentos pode alterar globalmente a expressao génica, afetando nao
somente receptores especificos. Além disso, o tratamento farmacolégico pode
causar modificacbes epigenéticas persistentes, mesmo apds a interrupcao do
tratamento (140).
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6 CONCLUSOES

1) No sangue periférico a expressao do genes DPYSL2, CNP,
HSPAS8 e HSPA9 diferiram entre pacientes com DA, idosos saudaveis e jovens.
Os genes DPYSLZ2 e CNP foram mais expressos nos jovens do que nos demais
grupos, o que pode se dever a uma maior proliferagdo do sistema imunolégico
ou a maior atuagao desses genes em vias ainda ndo conhecidas nos jovens. Ja
as chaperonas HSPA8 e HSPA9 foram mais expressas no sangue dos pacientes
com DA do que nos demais grupos, o que pode refletir uma ativagdo génica em

decorréncia do maior estresse oxidativo na doenca;

2) De maneira geral, a expressdo dos genes DPYSL2, CNP,
HSPA8 e HSPA9 foi menor no cortex auditivo, no coértex entorrinal € no
hipocampo de pacientes com DA do que em idosos controles. Indicando uma
menor atividade destes genes na doenca, e a participagdo destes na DA. E
possivel que a auséncia dos produtos proteicos desses genes influencie na
morte neuronal, na modulagdo de sinais extracelulares e no acumulo de

proteinas no cérebro;

3) A expressao dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 néao
diferiu entre o cértex auditivo, o cortex entorrinal e o hipocampo dentro do grupo
de pacientes com DA e dentro do grupo de idosos saudaveis. Como estes genes
apresentam fung¢des descritas como ativas no cérebro, é possivel que atuem de
forma semelhante nas diferentes regides cerebrais em idosos e pacientes com
DA.

4) De forma geral, a expressao dos genes DPYSL2, CNP, HSPAS8
e HSPAJ diferiu entre o sangue periférico e o tecido cerebral tanto no grupo de
pacientes com DA quanto em idosos controles, sendo DPYSL2 e CNP mais
expressos em sangue enquanto que, as chaperonas HSPA8 e HSPA9 foram
mais expressas no cérebro. Essas diferencas podem ser decorrentes da

especificidade e fungao dos genes em cada tecido.

Aparentemente, a metilagao destes sitios CpGs dos promotores de
DPYSL2, CNP, HSPA8 e HSPA9 nao é o mecanismo responsavel pelo controle

da expressdo desses genes nos diferentes tecidos e regides cerebrais
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analisados em nosso estudo. Em todas as amostras os niveis de metilagéo

observados foram baixos, e provavelmente insuficientes para inibir a expressao.

5) A metilacdo de sequéncias LINE1 diferiu significantemente nas
trés regides cerebrais entre pacientes com DA e idosos controles e pode estar

relacionada ao processo de fisiopatologia da DA.
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7 ANEXOS

ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIFESP Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP

A Escola Paulista de Medicina - EPM
AR WARnni

Ll SEEjEEE N[

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ANALISE DA METILAGAO GLOBAL E METILAGAO DE GENES CANDIDATOS, E SUA
INFLUENCIA NA EXPRESSAO GENICA EM PACIENTES COM DOENGA DE ALZHEIMER

As seguintes informagdes estdo sendo fornecidas para sua participagao
voluntaria neste estudo. A sua participacdo nesse estudo sera muito importante para
entendermos a relagdo dos genes DPYSL2, CNP, HSPA8, HSPA9 e LINE1 com a
Doenca de Alzheimer.

A Disciplina de Genética do Departamento de Morfologia e Genética, em
colaboracao com a Disciplina de Geriatria do Departamento de Medicina da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) e com a Disciplina de Genética da
Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA), esta desenvolvendo uma pesquisa para a
identificacdo de alteragbes epigenéticas associadas a Doenca de Alzheimer, ou seja,
alteragdes que ndo envolvem a sequéncia de DNA. Esse estudo permitird conhecer
melhor os mecanismos desse processo e, consequentemente, oferecera novas
possibilidades terapéuticas.

Para essa andlise, uma enfermeira treinada coletara 5 mL (cinco mililitros) de
sangue por puncao periférica da veia do antebraco, em tubo estéril contendo EDTA. O
DNA e o RNA serao extraidos a partir dessa amostra e o DNA sera submetido a técnica
de bissulfito em laboratério especializado. Havendo armazenamento do material para
pesquisas futuras, a utilizacdo deste material s6 sera realizada apds aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa.

Os desconfortos que o Sr.(a) podera apresentar estdo mais frequentemente
relacionados com o local da pungao, tais como dor e eritema e sintomas sistémicos,
como tontura e cefaléia. Qualquer anormalidade, que porventura venha a ocorrer, sera
prontamente atendida, sem 6nus financeiro, pela equipe do Centro de Estudos do
Envelhecimento.

O Sr.(a) nao tera qualquer custo com exames e consultas realizadas. Também
nao havera compensacéo financeira pela sua participacao. Os resultados estarao a sua
disposicao a qualquer momento e sera garantido o sigilo dessas informacdes.

Em qualquer etapa, o Sr.(a) podera esclarecer duvidas com a equipe de estudo
(MSc. Patricia Natalia Oliveira da Silva — Rua Botucatu, 740 — tel.: 5576-4260) ou com o
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Comité de Etica em Pesquisa (Rua Botucatu, 572 — 1° andar — conjunto 14 — tel.: 5571-
1062 ou FAX: 5539-7162). Neste projeto, a investigadora principal € Patricia Natalia
Oliveira da Silva, que pode ser encontrada na Rua Botucatu, 740 — tel.: 5576-4260. Se o
Sr.(a) decidir, a qualquer momento, deixar de participar do estudo, ndo havera prejuizo
a continuidade de seu tratamento na Instituicdo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo descrevendo
“Analise quantitativa da metilacdo do DNA e expresséo de genes relevantes a Doenga
de Alzheimer”. Eu discuti com a pesquisadora Patricia Natalia Oliveira da Silva sobre
minha decisdo em participar do estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que minha participagdo € isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a
tratamento hospitalar quando necessario.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades,
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou em meu

beneficio nesse Servico.

Nome do paciente

Data /]

Assinatura do participante / representante legal

Data /]

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para participagdo nesse estudo.

Data /]

Assinatura do responsavel pelo estudo
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ANEXO 2: Carta de aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa (UNIFESP)
UNIFESP
e R

Uriversidade Federsl de S50 Paulo Cormité de Elica em Pesqusa
Eacols FPamists de Mg Heaoral S&a Paula

Sao Paule, 6 de margo de 2009.
CEP 1944/08

IiImo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) TATIANE KATSUE FURUYA

Co-Investigadores: Patricia Natalia Oliveira da Silva, Spencer Luiz Marques Payao, Marilia de Arruda Cardoso Smith
(orientadora)

Disciplina/Departamento: Genética Humana/Morfologia da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo
Patrocinador: Recursos Préprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Analise quantitativa da metilagio do DNA e expresséo de genes relevantes

a doenga de Alzheimer”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Intervengéo diagnéstica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Sem risco, desconforto leve, envolvendo coleta de sangue.

OBJETIVOS: Avaliar o padrao e a frequéncia de metilagao dos promotores dos genes: LR11, SNAP25 e SIRT1 no
envelhecimento e na doenga de Alzheimer (DA), em linfocitos e em tecido cerebral. Correlacionar o padrao de
metilagao dos genes LR11, SNAP25 e SIRT1 com os resultados da analise quantitativa da expressao dos 3 genes no
envelhecimento e na DA, em linfocitos e tecido cerebral. Identificar marcadores genéticos no sangue e me tecido
cerebral que poderao potencialmente subsidiar diagnédstico, progndstico e terapia na DA.

RESUMO: Serao estudados 3 genes, LR11, SNAP25 e SIRT1, que foram selecionados devido & sua participagao em
fungdes como transporte e processamento de APP/amiloidogénese, trasmissao sinaptica e neuroprotegao relevantes
a DA, conforme observadc em estudos de protedmica e microarray. Serao coletados 5 mL de sangue periférico de
aproximadamente 50 pacientes com DA, de ambos os sexos, de 50 idosos sadios, 50 jovens sadios, além de
amostras de cérebro de 10 pacienties com DA e de 10 idosos saudaveis. Serdo estudados somente pacientes que
apresentarem um minimo de 3 anos de evolugao da DA, os quais serao selecionados quanto a forma esporadica de
acometimento tardio no Ambulatério de Neurologia do Comportamento da UNIFESP. As amostras de tecido cerebral
serao oriundas do cortex e do cerebelo, respectivamente regiao envolvida e nao envolvida na DA, obtidas por
autopsia e ocngeladas a -80°C. Serao coletadas 10 amostras de cérebro de pacientes com DA e 10 de idosos sadios,
a serem disponibilizadas pelo "The Brain Bank- douglas Hospital Research Cenire- Montreal Quebec- Canada". As
amostras de cérebro serdo descongeladas, sendo parte destinada a técnicade exiragao de RNA e parte a extragao
de DNA. Sera realizada analise de metilagao de DNA por PCR real time.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudos moleculares da DA permitiram a identificagcdo de alguns genes
responsaveis pela doencga, enire eles o gene da substancia precursora da proteina B-amildide (APP). Estudos
recentes relacionaram eventos epigenéticos a regulagdo de genes da DA, como os genes da APP edas alfa, beta e

gama secretases, que participam do processamento de B-amildide. Este projeto visa avaliar os padrdes de metilacao

1
Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil

Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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UNIFESP

TRl [?' TR Uriversidade Fedoral ae 556 Paulo Comté de Elica em Pasquiss
— e Escoly Pauwliste de Medlicing Hi 5l Sdo Paula
NN NNN[yENENT T oap?

UNIVERSTOAD FECEREL D SAC FALID

e expressao de 3 genes relacionados ao transporte e processamento de APP/amiloidogénese, transmissao sinaptica
e neuroprotegao..

MATERIAL E METODO: Descritos os procedimentos que serao realizados.

TCLE: Apresentado adequadamente, de acordo com a res 196/96.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: CAPES, CNPq, FAPESP.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 01/03/10 e 01/03/11.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragao do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusao de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds
analise das mudangas propostas

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possivel auditoria dos 6rgaos competenies.

Atenciosamente,

wl_

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital Sao Paulo 1044/08

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011)5571-1062 - 5539.7162
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ANEXO 3: Emenda Aditiva aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
(UNIFESP) para a avaliagao de outros genes no estudo.

ITEECD
} ‘\-;‘ 11 E ,‘?1
i I . L -
RRIIL AITRN] Universidade ‘aﬂe.va_.- ue Sac Pawia Comié do EVca em Pesquiss
(e _ EeobPwlwedeMedoie _ Hospbal S3 Paulo_
CEP N° 1944/08
CONEP Ne:
limo(a) Sr(a)

Pesquisador(a): TATIANE KATSUE FURUYA
Disciplina/Departamento:  Genética Humana/Morfologia

Titulo do estudo: Analise quantitativa da metilagéo do DNA e expressdo de genes relevantes & doenga
de Alzheimer

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU E
APROVOU o(a) Emenda ao projeto (versdo 1 de 08/fev/2012), incorporando a andlise de outros genes
do projeto de pesquisa acima referenciado.

Atenciosamente,

/,

Prof. Dr. Je&é Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o Paulo
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ANEXO 4: Tabela - Metilagao de CpGs do gene DPYSL2 nas trés regioes
cerebrais de pacientes com DA, idosos e jovens.

Desvio

Cortex Auditivo Grupo N Média Padrio Mediana Minimo Maximo p*

CpG1e2 DA 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 0,88
Idosos 8 0,04 0,03 0,03 0,01 0,10

CpG5 DA 9 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,85
Idosos 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG6 DA 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,46
Idosos 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01

CpG7 DA 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,54
Idosos 9 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01

CpG8e9 DA 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,93
Idosos 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06

CpG10e 11 DA 9 0,06 0,02 0,05 0,04 0,10 0,48
Idosos 8 0,05 0,01 0,05 0,03 0,07

CpG12e13 DA 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,10 0,81
Idosos 9 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07

CpG 16 e 17 DA 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,93
Idosos 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06

Cortex Entorrinal Grupo N Média Eaejgc)) Mediana Minimo Maximo p*

CpG1e2 DA 8 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,41
Idosos 8 0,11 0,24 0,02 0,00 0,71

CpG5 DA 9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,51
Idosos 8 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01

CpG6 DA 10 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,36
Idosos 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG7 DA 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,18
Idosos 7 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG8e9 DA 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,09
Idosos 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05

CpG10e 11 DA 9 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05 0,72
Idosos 8 0,06 0,03 0,06 0,00 0,11

CpG12e13 DA 10 0,05 0,05 0,04 0,01 0,17 0,85
Idosos 8 0,07 0,06 0,05 0,02 0,19

CpG 16 e 17 DA 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,09
Idosos 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05

Hipocampo Grupo N Média g:j‘;’ég Mediana Minimo Maximo p*

CpG1e2 DA 11 0,11 0,23 0,03 0,00 0,78 0,56
Idosos 7 0,05 0,08 0,02 0,00 0,22

CpG5 DA 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,46
Idosos 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02

CpG 6 DA 11 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,74
Idosos 8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

CpG7 DA 11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,37
Idosos 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01

CpG8e9 DA 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05 0,16
Idosos 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06

CpG 10e 11 DA 9 0,05 0,04 0,05 0,00 0,15 0,38
Idosos 8 0,10 0,06 0,08 0,04 0,19

CpG12e13 DA 11 0,05 0,03 0,04 0,01 0,10 0,43
Idosos 9 0,08 0,04 0,06 0,04 0,17

CpG 16 e 17 DA 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05 0,16
Idosos 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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ANEXO 5: Tabela - Metilagdo de CpGs do gene DPYSL2 entre as trés
regidoes cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles.

DA Regi&o Cerebral N Média Eaeg:’;g Mediana Minimo  Maximo  p*

CpGle2  Cortex Auditivo 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06
Coértex Entorrinal 8 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,48
Hipocampo 11 0,11 0,23 0,03 0,00 0,78

CpG5 Cortex Auditivo 9 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02
Cértex Entorrinal 9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,63
Hipocampo 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG 6 Cortex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03
Coértex Entorrinal 10 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,24
Hipocampo 11 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01

CpG7 Cortex Auditivo 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Coértex Entorrinal 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,05
Hipocampo 11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

CpGB8e9  Cortex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07
Coértex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,74
Hipocampo 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05

CpG10e 11 Cortex Auditivo 9 0,06 0,02 0,05 0,04 0,10
Coértex Entorrinal 9 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05 0,55
Hipocampo 9 0,05 0,04 0,05 0,00 0,15

CpG 12e 13 Cortex Auditivo 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,10
Coértex Entorrinal 10 0,05 0,05 0,04 0,01 0,17 0,89
Hipocampo 11 0,05 0,03 0,04 0,01 0,10

CpG 16e 17 Cortex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07
Cértex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,04 0,02 0,05 0,74
Hipocampo 11 0,03 0,01 0,04 0,00 0,05

Idosos Regido Cerebral N Média S:g‘:’ég Mediana  Minimo  Maximo p*

CpGle2  Cortex Auditivo 8 0,04 0,03 0,03 0,01 0,10
Coértex Entorrinal 8 0,11 0,24 0,02 0,00 0,71 0,89
Hipocampo 7 0,05 0,08 0,02 0,00 0,22

CpG5 Cortex Auditivo 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02
Coértex Entorrinal 8 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,50
Hipocampo 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02

CpG 6 Cortex Auditivo 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01
Coértex Entorrinal 8 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,37
Hipocampo 8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

CpG7 Cortex Auditivo 9 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01
Coértex Entorrinal 7 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 1,00
Hipocampo 9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01

CpGB8e9  Cortex Auditivo 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06
Coértex Entorrinal 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,77
Hipocampo 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06

CpG10e 11 Cortex Auditivo 8 0,05 0,01 0,05 0,03 0,07
Cértex Entorrinal 8 0,06 0,03 0,06 0,00 0,11 0,72
Hipocampo 8 0,10 0,06 0,08 0,04 0,19

CpG 12e 13 Cortex Auditivo 9 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07
Coértex Entorrinal 8 0,07 0,06 0,05 0,02 0,19 0,47
Hipocampo 9 0,08 0,04 0,06 0,04 0,17

CpG 16e 17 Cortex Auditivo 9 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06
Coértex Entorrinal 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,77
Hipocampo 9 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; DA: Doenca de Alzheimer.
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ANEXO 6: Tabela - Metilacao de CpGs do gene DPYSL2 no cérebro de
pacientes com DA e idosos.

Cérebro Grupo N Média Eesvlo Mediana Minimo Maximo p*
adrao

CpG1e?2 DA 28 0,06 0,14 0,03 0,00 0,78 0,57
Idosos 23 0,15 0,07 0,02 0,00 0,71

CpG5 DA 27 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,33
Idosos 25 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG 6 DA 31 0,01 0,01 0,00 0,00 0,03 0,68
Idosos 24 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG7 DA 31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,73
Idosos 25 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG8e9 DA 31 0,04 0,01 0,04 0,00 0,07 0,09
Idosos 26 0,01 0,04 0,04 0,00 0,06

CpG10e 11 DA 27 0,05 0,03 0,04 0,00 0,15 0,54
Idosos 24 0,04 0,07 0,06 0,00 0,19

CpG12e13 DA 31 0,05 0,03 0,04 0,01 0,17 0,44
Idosos 26 0,04 0,06 0,06 0,01 0,19

CpG 16 e 17 DA 31 0,04 0,01 0,04 0,00 0,07 0,09
Idosos 26 0,01 0,04 0,04 0,00 0,06

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.

ANEXO 7: Metilagao de CpGs do gene CNP no sangue periférico de
pacientes com DA, idosos e jovens.

Sangue Grupo N Média E:j:ég Mediana Minimo Maximo p* Post hoc
CpG 1 DA 27 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05
Idosos 17 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08 0,08
Jovem 19 0,02 0,02 0,01 0,00 0,05
CpG2e3 DA 30 0,03 0,02 0,03 0,01 0,14
Idosos 20 0,04 0,04 0,03 0,00 0,18 0,34
Jovem 19 0,02 0,02 0,02 0,00 0,08
CpG4 DA 29 0,03 0,01 0,04 0,00 0,06
Idosos 20 0,03 0,02 0,04 0,00 0,08 0,88
Jovem 19 0,03 0,01 0,04 0,00 0,06
CpG5e6 DA 29 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06
Idosos 20 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06 0,67
Jovem 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06
CpG7 DA 28 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09 DA x Idoso p=0,003
Idosos 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 0,000 DA xJovem p=0,01
Jovem 18 0,03 0,02 0,04 0,00 0,06
CpG 8 DA 29 0,05 0,03 0,04 0,03 0,14
Idosos 21 0,06 0,04 0,04 0,03 0,15 0,32
Jovem 19 0,04 0,03 0,03 0,02 0,13
CpG 10 DA 29 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 DA x Jovem p=0,06
Idosos 19 0,03 0,02 0,02 0,00 0,07 0,02
Jovem 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06
CpG11e12 DA 28 0,04 0,02 0,04 0,01 0,09
Idosos 21 0,04 0,02 0,04 0,02 0,09 0,12
Jovem 19 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06
CpG 13e 14 DA 30 0,05 0,01 0,05 0,00 0,07 DA x Idoso p=0,07
Idosos 19 0,04 0,02 0,04 0,01 0,06 0,03
Jovem 19 0,04 0,02 0,04 0,01 0,06
CpG 15 DA 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03
Idosos 20 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,32
Jovem 19 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doencga de Alzheimer.
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ANEXO 8: Tabela - Metilagao de CpGs do gene CNP entre as trés regioes
cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles.

Coértex Auditivo N Média Ees"lo Mediana Minimo Maximo  p*
adrao

CpG 1 DA 12 0,01 0,02 0,01 0,00 0,04 0,59
Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG2e3 DA 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05 0,61
Idosos 8 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

CpG 4 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,01 0,06 0,83
Idosos 10 0,04 0,02 0,05 0,00 0,05

CpG5e6 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,76
Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04

CpG7 DA 12 0,07 0,02 0,08 0,03 0,12 0,18
Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,08

CpG 8 DA 12 0,06 0,04 0,05 0,03 0,17 0,18
Idosos 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05

CpG 10 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 0,96
Idosos 9 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04

CpG 11e 12 DA 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,61
Idosos 10 0,05 0,02 0,04 0,02 0,08

CpG13e 14 DA 12 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,47
Idosos 9 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06

CpG 15 DA 12 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 0,58
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

Coértex Entorrinal N Média ll;)esv~|o Mediana  Minimo Maximo p

adrao

CpG 1 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,62
Idosos 8 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03

CpG2e3 DA 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,07 0,52
Idosos 9 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05

CpG 4 DA 12 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08 0,61
Idosos 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06

CpG5e6 DA 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06 0,36
Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04

CpG7 DA 11 0,05 0,03 0,05 0,00 0,10 0,77
Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,00 0,08

CpG 8 DA 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09 0,29
Idosos 9 0,07 0,03 0,05 0,03 0,11

CpG 10 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,46
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04

CpG 11e12 DA 11 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08 0,58
Idosos 10 0,04 0,02 0,04 0,02 0,07

CpG 13 e 14 DA 12 0,04 0,02 0,05 0,00 0,07 0,94
Idosos 10 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07

CpG 15 DA 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,34
Idosos 10 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02
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Hipocampo N Média Padrio Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 DA 12 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06 0,60
Idosos 9 0,01 0,02 0,01 0,00 0,05

CpG2e3 DA 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,04 0,21
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

CpG 4 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,00 0,05 0,51
Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06

CpG5e6 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,05 0,07
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

CpG 7 DA 12 0,06 0,02 0,06 0,04 0,09 0,92
Idosos 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,08

CpG 8 DA 12 0,05 0,02 0,05 0,03 0,10 0,77
Idosos 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,11

CpG 10 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,84
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG 11e12 DA 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,94
Idosos 9 0,04 0,01 0,03 0,03 0,06

CpG 13 e 14 DA 12 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06 0,66
Idosos 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09

CpG 15 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.

ANEXO 9: Tabela - Metilagao de CpGs do gene CNP entre as trés regioes
cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles.

Desvio

DA Regido Cerebral N Média Padréo Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 Cortex Auditivo 12 0,01 0,02 0,01 0,00 0,04 0,92
Coértex Entorrinal 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05
Hipocampo 12 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06

CpG2e3 Coértex Auditivo 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05 0,76
Cortex Entorrinal 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,07
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,03 0,01 0,04

CpG4 Cortex Auditivo 12 0,04 0,01 0,04 0,01 0,06 0,89
Cortex Entorrinal 12 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08
Hipocampo 12 0,04 0,01 0,04 0,00 0,05

CpG5e6 Coértex Auditivo 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,96
Coértex Entorrinal 11 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06
Hipocampo 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,05

CpG7 Cortex Auditivo 12 0,07 0,02 0,08 0,03 0,12 0,14
Cortex Entorrinal 11 0,05 0,03 0,05 0,00 0,10
Hipocampo 12 0,06 0,02 0,06 0,04 0,09

CpG 8 Coértex Auditivo 12 0,06 0,04 0,05 0,03 0,17 0,86
Coértex Entorrinal 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09
Hipocampo 12 0,05 0,02 0,05 0,03 0,10

CpG 10 Cortex Auditivo 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 0,66
Cortex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04
Hipocampo 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG 11 e 12 Cortex Auditivo 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,55
Coértex Entorrinal 11 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08
Hipocampo 12 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08

CpG 13 e 14 Cortex Auditivo 12 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,87
Cortex Entorrinal 12 0,04 0,02 0,05 0,00 0,07
Hipocampo 12 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06

CpG 15 Cortex Auditivo 12 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 0,36
Coértex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03
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Idosos Regido Cerebral N Média Padréo Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 Coértex Auditivo 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,55
Cortex Entorrinal 8 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03
Hipocampo 9 0,01 0,02 0,01 0,00 0,05

CpG2e3 Coértex Auditivo 8 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,61
Cortex Entorrinal 9 0,02 0,01 0,03 0,01 0,05
Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

CpG4 Coértex Auditivo 10 0,04 0,02 0,05 0,00 0,05 0,33
Coértex Entorrinal 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06
Hipocampo 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06

CpG5e6 Cértex Auditivo 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04 0,21
Coértex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04
Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

CpG7 Coértex Auditivo 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,08 0,93
Coértex Entorrinal 10 0,06 0,02 0,07 0,00 0,08
Hipocampo 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,08

CpG 8 Cértex Auditivo 8 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,09
Cortex Entorrinal 9 0,07 0,03 0,05 0,03 0,11
Hipocampo 10 0,06 0,02 0,06 0,03 0,11

CpG 10 Cértex Auditivo 9 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,72
Coértex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG 11 e 12 Cortex Auditivo 10 0,05 0,02 0,04 0,02 0,08 0,74
Cértex Entorrinal 10 0,04 0,02 0,04 0,02 0,07
Hipocampo 9 0,04 0,01 0,03 0,03 0,06

CpG 13 e 14 Cortex Auditivo 9 0,05 0,01 0,05 0,04 0,06 0,54
Cortex Entorrinal 10 0,04 0,02 0,05 0,01 0,07
Hipocampo 10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,09

CpG 15 Cortex Auditivo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,14
Cortex Entorrinal 10 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; DA: Doenca de Alzheimer.

ANEXO 10: Metilacao de CpGs do gene CNP no cérebro de pacientes com
DA e idosos.

Cérebro Grupo N Média gesv.'o Mediana Minimo Maximo p*
adrao

CpG 1 DA 35 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06 0,66
Idosos 26 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05

CpG2e3 DA 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,07 0,17
Idosos 27 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05

CpG 4 DA 36 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08 0,83
Idosos 30 0,04 0,02 0,04 0,00 0,06

CpG5eb DA 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,08
Idosos 30 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04

CpG7 DA 35 0,06 0,02 0,06 0,00 0,12 0,50
Idosos 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,08

CpG 8 DA 34 0,06 0,03 0,05 0,03 0,17 0,98
Idosos 27 0,05 0,02 0,04 0,03 0,11

CpG 10 DA 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,74
Idosos 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG11e12 DA 35 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,93
Idosos 29 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08

CpG13e 14 DA 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,55
Idosos 29 0,05 0,01 0,05 0,01 0,09

CpG 15 DA 34 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,09
Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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ANEXO 11: Metilagao de CpGs do gene CNP entre sangue periférico e
cérebro de pacientes com DA e idosos.

DA N Média Desvio Padrao Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 Cérebro 35 0,02 0,02 0,01 0,00 0,06 0,93
Sangue 27 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05

CpG2e3 Cérebro 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,07 0,42
Sangue 30 0,03 0,02 0,03 0,01 0,14

CpG 4 Cérebro 36 0,04 0,02 0,04 0,00 0,08 0,43
Sangue 29 0,03 0,01 0,04 0,00 0,06

CpG5e6 Cérebro 35 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,81
Sangue 29 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06

CpG7 Cérebro 35 0,06 0,02 0,06 0,00 0,12 0,03
Sangue 28 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09

CpG 8 Cérebro 34 0,06 0,03 0,05 0,03 0,17 0,78
Sangue 29 0,05 0,03 0,04 0,03 0,14

CpG 10 Cérebro 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,63
Sangue 29 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03

CpG 11e 12 Cérebro 35 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,25
Sangue 28 0,04 0,02 0,04 0,01 0,09

CpG 13 e 14 Cérebro 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,07 0,71
Sangue 30 0,05 0,01 0,05 0,00 0,07

CpG 15 Cérebro 34 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,11
Sangue 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

Idosos N Média Desvio Padrdo Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 Cérebro 26 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05 0,08
Sangue 17 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08

CpG2e3 Cérebro 27 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,05
Sangue 20 0,04 0,04 0,03 0,00 0,18

CpG 4 Cérebro 30 0,04 0,02 0,04 0,00 0,06 0,41
Sangue 20 0,03 0,02 0,04 0,00 0,08

CpG5e6 Cérebro 30 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04 0,05
Sangue 20 0,03 0,02 0,03 0,01 0,06

CpG7 Cérebro 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,08 <0,001
Sangue 19 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06

CpG 8 Cérebro 27 0,05 0,02 0,04 0,03 0,11 0,83
Sangue 21 0,06 0,04 0,04 0,03 0,15

CpG 10 Cérebro 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04 0,05
Sangue 19 0,03 0,02 0,02 0,00 0,07

CpG 11e 12 Cérebro 29 0,04 0,02 0,04 0,02 0,08 0,73
Sangue 21 0,04 0,02 0,04 0,02 0,09

CpG 13 e 14 Cérebro 29 0,05 0,01 0,05 0,01 0,09 0,01
Sangue 19 0,04 0,02 0,04 0,01 0,06

CpG 15 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,61
Sangue 20 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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ANEXO 12: Metilacdo de CpGs do gene HSPA8 no sangue periférico de
pacientes com DA, idosos e jovens.

N Desvio

Sangue Grupo Média Padréo Mediana  Minimo  Maximo p* Post hoc
CpG 1 DA 22 002 001 002 _ 000 005
ldosos 13 000 001 000 000 002 001
Jovem — — — — — —
CpG2,3e4 DA 24 003 002 003 000 008
ldosos 11 002 003 0,01 000 009 002 DAxJovem p=0,02
Jovem 15 001 001 0,01 000 003
CpG 6 DA 23 001 001 _ 001 000 004
ldosos 14 002 001 0,01 000 004 007 DAxJovem p=0,06
Jovem 14 002 001 002 000 004
CpG7,8,9, DA 23 009 004 008 003 018 i
10 e 11 ldosos 10 016 011 017 0,01 0,30 0,001 DDQ))((jlc?\?:r?w -y
Jovem 12 015 005 016 007 023 '
CpG 12 DA 24 001 001 _ 001 000 002
ldosos 12 001 001 000 000 004 0003 DA xJovem p=0,002
Jovem 15 000 000 000 000 000
CpG13e1d DA 22 005 002 005  00f 0,08 -
ldosos 7 003 002  00f 001 007 <0001 AR EesOPTIR
Jovem 13 001 001 0,01 000 003 !
CpG 15 DA 24 005 005 003 000 029 -
ldosos 12 042 0410 0,08 000 026 0004 Dp ))((jlg\?:r?w 02
Jovem 15 011 006 010 002 024 '
CpG 18 DA 22 002 003 001 000 012
ldosos 13 006 005 007 000 017 004  DAxldosop=004
Jovem 15 004 005 003 000 018
CpG19e20 DA 24 008 006 006 000 033
ldosos 9 008 012 002 000 030 080
Jovem 12 010 011 004 000 035
CpG 22 DA 23 002 001 001 000 005
ldosos 10 001 001 000 000 004 0003 DA xJovem p=0,002
Jovem 15 000 000 000 000 0,01

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; DA: Doenca de Alzheimer.

ANEXO 13: Tabela - Metilagao de CpGs do gene HSPAS8 nas trés regioes
cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles.

Cortex Auditivo N Média Ees"P Mediana Minimo Maximo p*
adrdo
CpG 1 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,34
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03
CpG 2, 3ed DA 12 0,04 0,04 0,02 0,01 0,11 0,04
Idosos 10 0,04 0,02 0,04 0,01 0,08
CpG6 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,53
Idosos 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,03
DA 12 0,09 0,04 0,09 0,04 0,16 0,57
CpG7,8,910e 11 | cos 10 0,08 0,02 0,08 0,05 0,11
CpG 12 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 1,00
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02
CpG 13 e 14 DA 12 0,05 0,01 0,05 0,03 0,07 0,50
Idosos 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08
CpG 15 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,02 0,06 0,34
Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04
CpG 18 DA 12 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 0,83
Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07
CpG 19 e 20 DA 12 0,05 0,02 0,06 0,01 0,08 0,32
Idosos 10 0,06 0,01 0,06 0,04 0,08
CpG 22 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,72
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02
continua
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Cortex Entorrinal N Média Padrio Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,13
Idosos 10 0,02 0,00 0,02 0,01 0,02

CpG2,3e4 DA 12 0,04 0,04 0,04 0,00 0,14 0,68
Idosos 10 0,05 0,04 0,04 0,01 0,12

CpG6 DA 11 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,28
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG7,8,9 10e11 DA 10 0,09 0,05 0,08 0,04 0,20 0,88
Idosos 10 0,08 0,04 0,08 0,04 0,18

CpG 12 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,58
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG13e 14 DA 12 0,04 0,03 0,05 0,00 0,09 0,10
Idosos 9 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09

CpG 15 DA 12 0,08 0,09 0,05 0,00 0,32 0,12
Idosos 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08

CpG 18 DA 11 0,04 0,02 0,04 0,01 0,07 0,17
Idosos 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,10

CpG19e20 DA 11 0,05 0,02 0,06 0,00 0,07 0,66
Idosos 10 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08

CpG 22 DA 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,58
Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04

Hipocampo N  Média gaeg;’;‘c’) Mediana Minimo Maximo  p*

CpG 1 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,27
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

CpG2,3e4 DA 12 0,05 0,02 0,05 0,01 0,09 0,48
Idosos 10 0,04 0,03 0,02 0,01 0,09

CpG6 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,22
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG7,8,9 10e11 DA 12 0,10 0,04 0,09 0,06 0,17 0,13
Idosos 10 0,08 0,03 0,08 0,03 0,13

CpG 12 DA 12 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02 0,44
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG13e 14 DA 12 0,06 0,02 0,06 0,03 0,08 0,16
Idosos 10 0,05 0,01 0,05 0,02 0,06

CpG 15 DA 12 0,03 0,01 0,03 0,01 0,05 0,81
Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,04

CpG 18 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,74
Idosos 10 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07

CpG19e20 DA 12 0,05 0,01 0,05 0,03 0,08 0,11
Idosos 10 0,07 0,03 0,06 0,05 0,11

CpG 22 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,15
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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ANEXO 14: Metilacdo de CpGs do gene HSPA8 entre as trés regides

cerebrais de pacientes com DA e idosos.

DA Regido Cerebral N Média E:j:ég Mediana Minimo Maximo p* Post hoc
Cortex Auditivo 12 0,01 001 001 001 0,02
CpG1 Cortex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 000 003 0,01 H x CE p=0,02
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04
CpG 2,3 Cortex Auditivo 12 0,04 004 002 001 011
e4 Cortex Entorrinal 12 0,04 0,04 004 000 014 0,89
Hipocampo 12 0,05 0,02 0,05 0,01 0,09
Cortex Auditivo 12 0,02 001 002 000 0,03
CpG 6 Cortex Entorrinal 11 0,01 0,01 000 000 002 0,003 C&"fﬁg;gé’gg
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 '
CpG7,8,9 CorexAuditvo 12 0,09 004 009 004 0,16
10 e 11 Cortex Entorrinal 10 0,09 0,05 0,08 004 020 0,81
Hipocampo 12 010 004 009 006 017
CpG 12 Cortex Auditivo 172 0,01 001 001 000 0,02
Cortex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 000 002 0,55
Hipocampo 12 001 000 001 001 0,02
CoG 13614 CortexAudiivo 12 0,05 001 005 003 0,07
Cortex Entorrinal 12 0,04 0,03 0,05 0,00 0,09 0,21
Hipocampo 12 006 002 006 003 0,08
Cortex Auditivo 172 0,03 001 003 002 0,06
CpG 15 Cortex Entorrinal 12 0,08 0,09 0,05 000 032 0,04 CE xHp=0,07
Hipocampo 12 0,03 001 003 001 005
Cortex Auditivo 12 0,02 003 001 000 0,09
CpG 18 ComexEntorrinal 11 004 002 004 001 007 001 G’ TRPAEG
Hipocampo 12 0,01 001 001 000 0,04 ’
CoG 19020 COMeXAudiivo 12 0,05 002 006 001 0,08
Cortex Entorrinal 11 0,05 0,02 0,06 0,00 0,07 0,53
Hipocampo 12 005 001 005 003 0,08
ot 22 Cortex Auditivo 11 001 001 001 000 0,03
Cortex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 001 003 0,43
Hipocampo 12 001 001 001 001 0,02
continua
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Desvio

Idosos Regido Cerebral N Média Padréo Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 Cortex Auditivo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03
Cortex Entorrinal 10 0,02 0,00 0,02 0,01 0,02 0,93
Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03
Cortex Auditivo 10 0,04 0,02 0,04 0,01 0,08

CpG2,3€4 CorexEntorrinal 10 0,05 004 004 0,01 0,12 0,77
Hipocampo 10 0,04 0,03 0,02 0,01 0,09

CpG6 Cértex Auditivo 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,03
Cortex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,72
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG7,8,9 Cortex Auditivo 10 0,08 0,02 0,08 0,05 0,11

10e 11 Cortex Entorrinal 10 0,08 0,04 0,08 0,04 0,18 0,75
Hipocampo 10 0,08 0,03 0,08 0,03 0,13

CpG 12 Cértex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02
Cortex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,93
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG 13 e 14 Cortex Auditivo 10 0,05 0,02 0,05 0,02 0,08
Cortex Entorrinal 9 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09 0,25
Hipocampo 10 0,05 0,01 0,05 0,02 0,06

CpG 15 Cértex Auditivo 10 0,03 0,01 0,03 0,01 0,04
Cértex Entorrinal 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,76
Hipocampo 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,04

CpG 18 Cértex Auditivo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07
Coértex Entorrinal 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,10 0,66
Hipocampo 10 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07

CpG 19e20 Cortex Auditivo 10 0,06 0,01 0,06 0,04 0,08
Cortex Entorrinal 10 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08 0,22
Hipocampo 10 0,07 0,03 0,06 0,05 0,11

CpG 22 Cortex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02
Cortex Entorrinal 9 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,38
Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; CA: Cértex Auditivo; CE: Cortex Entorrinal; DA:
Doenca de Alzheimer.

ANEXO 15: Metilagdao de CpGs do gene HSPA8 no cérebro de pacientes
com DA e idosos.

Cérebro Grupo N Média Eesvlo Mediana Minimo Maximo p*
adréo

CpG 1 DA 36 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,45
Idosos 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

CpG2,3e4 DA 36 0,04 0,03 0,04 0,00 0,14 0,91
Idosos 30 0,04 0,03 0,03 0,01 0,12

CpG6 DA 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,57
Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG7,8,9 10e11 DA 34 0,09 0,04 0,09 0,04 0,20 0,20
Idosos 30 0,08 0,03 0,08 0,03 0,18

CpG 12 DA 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,97
Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG13e 14 DA 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,09 0,32
Idosos 29 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09

CpG 15 DA 36 0,05 0,06 0,03 0,00 0,32 0,08
Idosos 30 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08

CpG 18 DA 35 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 0,57
Idosos 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,10

CpG19¢€e20 DA 35 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08 0,10
Idosos 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,11

CpG 22 DA 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,47
Idosos 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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ANEXO 16: Metilagdo de CpGs do gene HSPAS8 entre sangue periférico e

cérebro de pacientes com DA e idosos.
DA N Desvio

Média = Mediana Minimo Maximo p*
Padréo

CpG 1 Cérebro 36 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,72
Sangue 22 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05

CpG2,3e4 Cérebro 36 0,04 0,03 0,04 0,00 0,14 0,12
Sangue 24 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08

CpG 6 Cérebro 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,64
Sangue 23 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG7,8,9,10e11 Cérebro 34 0,09 0,04 0,09 0,04 0,20 0,53
Sangue 23 0,09 0,04 0,08 0,03 0,18

CpG 12 Cérebro 36 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,53
Sangue 24 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG13e14 Cérebro 36 0,05 0,02 0,05 0,00 0,09 0,91
Sangue 22 0,05 0,02 0,05 0,01 0,08

CpG 15 Cérebro 36 0,05 0,06 0,03 0,00 0,32 0,96
Sangue 24 0,05 0,05 0,03 0,00 0,29

CpG 18 Cérebro 35 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09 0,95
Sangue 22 0,02 0,03 0,01 0,00 0,12

CpG19e20 Cérebro 35 0,05 0,02 0,06 0,00 0,08 0,02
Sangue 24 0,08 0,06 0,06 0,00 0,33

CpG 22 Cérebro 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,60
Sangue 23 0,02 0,01 0,01 0,00 0,05

Idosos N Média Desv~|o Mediana Minimo Maximo p*
Padrao

CpG 1 Cérebro 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 <0,001
Sangue 13 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02

CpG2,3e4 Cérebro 30 0,04 0,03 0,03 0,01 0,12 0,04
Sangue 11 0,02 0,03 0,01 0,00 0,09

CpG 6 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,32
Sangue 14 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG7,8,9,10e11 Cérebro 30 0,08 0,03 0,08 0,03 0,18 0,04
Sangue 10 0,16 0,11 0,17 0,01 0,30

CpG 12 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,12
Sangue 12 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04

CpG13e14 Cérebro 29 0,05 0,02 0,05 0,02 0,09 0,002
Sangue 7 0,03 0,02 0,01 0,01 0,07

CpG 15 Cérebro 30 0,03 0,02 0,03 0,00 0,08 0,01
Sangue 12 0,12 0,10 0,08 0,00 0,26

CpG 18 Cérebro 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,10 0,01
Sangue 13 0,06 0,05 0,07 0,00 0,17

CpG19e20 Cérebro 30 0,06 0,02 0,06 0,00 0,11 0,61
Sangue 9 0,08 0,12 0,02 0,00 0,30

CpG 22 Cérebro 29 0,02 0,01 0,01 0,00 0,04 0,16
Sangue 10 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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ANEXO 17: Metilagcdo de CpGs do gene HSPA9 no sangue

pacientes com DA, idosos e jovens.

periférico de

Sangue Grupo N Média gaeg;’ég Mediana Minimo Maximo p* Post hoc
CpG 1 DA 28 002 002 0,01 000 0,07
ldosos 18 003 002 002 001 007 003 DAXldososp=0,03
Jovem 18 002 001 0,02 000 0,03
CpG2e3 DA 29 012 003 0,12 006 0,20
P ldosos 17 0,45 0,02 0,14 042 020 001 DAXxldososp=001
Jovem 17 0,14 0,03 0,14 010 0,18
CpG6,7.8 DA 30 005 0,02 0,06 001 0,09 DA x Jover 020,01
9e10 ldosos 19 0,07 0,03 0,07 000 013 0002 [ X-Ovem P
p=0,
Jovem 18 008 0,02 0,08 001 0,13
CpG 11 DA 28 004 005 0,02 000 0,16
ldosos 19 0,05 0,03 0,04 000 012 0,70
Jovem 18 0,04 0,03 0,05 000 0,09
CpG12e13 DA 29 002 0,02 0,02 000 0,06
ldosos 19 0,02 0,01 0,02 000 004 0,79
Jovem 18 002 0,02 0,02 000 0,05
CpG 14 DA 28 003 001 0,03 000 0,06
ldosos 15 0,04 0,02 0,04 000 006 001 DAXJovemp=0,01
Jovem 18 005 0,02 0,04 003 0,08
CpG 15 DA 29 001 001 0,01 000 0,05
ldosos 18 0,01 0,01 0,01 000 003 0,19
Jovem 18 001 001 0,01 000 0,05
CpG16e17 DA 29 001 0,01 0,01 000 0,03
ldosos 18 0,01 0,01 0,01 000 002 0,93
Jovem 17 001 000 0,01 001 0,02
CpG19e20 DA 29 003 004 0,02 000 0,18
ldosos 17 0,06 0,05 0,04 000 018 0,11
Jovem 18 006 003 0,05 002 0,11
CpG21e22 DA 30 015 005 0.16 005 026
ldosos 18 0,7 0,04 0,17 006 025 0,06
Jovem 18 019 004 0,19 004 025
CpG23e24 DA 27 007 003 0,07 000 012
ldosos 18 0,07 0,03 0,07 000 015 0,73
Jovem 18 007 002 0,07 001 0,11
CpG 25 DA 24 003 003 0,02 000 014
ldosos 19 0,03 0,03 0,02 000 012 0,57
Jovem 17 0,02 0,02 0,02 000 0,07
CpG27.26. DA 30 006 0,02 0,07 001 010
29 e 30 ldosos 18 0,05 0,03 0,05 000 011 0,30
Jovem 18 006 0,03 0,07 000 0,12
CpG 31 DA 28 004 001 0,04 002 0,06
ldosos 16 0,04 0,01 0,04 003 005 042
Jovem 18 004 0,01 0,04 003 0,06
DA 30 003 001 0,03 000 0,06
gg‘j”’ 33 ldosos 17 003 002 0,02 000 0,06 0,98
Jovem 18 003 0,01 0,02 000 0,05

N: Numero de individuos; p*: teste ANOVA; DA: Doenca de Alzheimer.
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ANEXO 18: Tabela - Metilagao de CpGs do gene HSPA9 nas trés regioes
cerebrais do grupo de pacientes com DA e idosos controles.

Auditivo N Média Desvio Padrdo  Mediana Minimo  Maximo p*

CpG 1 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04 0,93
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG2e3 DA 11 0,13 0,02 0,12 0,10 0,17 0,81
Idosos 10 0,14 0,04 0,13 0,09 0,19

CpG6,7,8,9 DA 11 0,07 0,02 0,07 0,05 0,11 0,11

e 10 Idosos 10 0,06 0,03 0,06 0,02 0,11

CpG 11 DA 9 0,02 0,03 0,00 0,00 0,10 0,57
Idosos 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08

CpG12e13 DA 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,33
Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06

CpG 14 DA 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05 0,86
Idosos 10 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05

CpG 15 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,76
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG16e17 DA 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,61
Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02

CpG19e20 DA 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,04
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG21e22 DA 11 0,15 0,04 0,17 0,06 0,19 0,95
Idosos 10 0,15 0,03 0,15 0,11 0,21

CpG23e24 DA 11 0,07 0,03 0,07 0,00 0,12 0,95
Idosos 10 0,07 0,02 0,08 0,04 0,10

CpG 25 DA 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05 0,31
Idosos 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,06

CpG 27,28, DA 11 0,07 0,03 0,06 0,00 0,11 0,73

29e 30 Idosos 10 0,07 0,03 0,07 0,01 0,11

CpG 31 DA 11 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,48
Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05

CpG32,33e DA 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,66

34 Idosos 10 0,03 0,01 0,02 0,01 0,06

Entorrinal N Média Desvio Padrao  Mediana Minimo  Maximo p*

CpG 1 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,54
Idosos 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02

CpG2e3 DA 12 0,13 0,02 0,12 0,10 0,18 0,31
Idosos 10 0,14 0,03 0,14 0,10 0,21

CpG6,7,8,9 DA 12 0,06 0,03 0,07 0,01 0,10 0,73

e 10 Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09

CpG 11 DA 12 0,04 0,04 0,04 0,00 0,13 0,39
Idosos 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07

CpG12e13 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,29
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG 14 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,05
Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05

CpG 15 DA 12 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,30
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG16e17 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,71
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

CpG19e20 DA 12 0,03 0,05 0,02 0,00 0,19 0,47
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04

CpG21e22 DA 12 0,13 0,04 0,14 0,06 0,19 0,96
Idosos 10 0,13 0,05 0,14 0,05 0,20

CpG23e24 DA 12 0,08 0,02 0,09 0,04 0,11 0,26
Idosos 10 0,07 0,03 0,08 0,02 0,10

CpG 25 DA 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,64
Idosos 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06

CpG 27,28, DA 12 0,07 0,03 0,08 0,03 0,09 0,24

29e 30 Idosos 10 0,06 0,02 0,06 0,01 0,08

CpG 31 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,96
Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05

CpG32,33e DA 11 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 0,10

34 Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

continua
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Desvio

Hipocampo N Média Padrio Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,78
Idosos 10 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03

CpG2e3 DA 12 0,12 0,02 0,12 0,09 0,16 0,07
Idosos 10 0,14 0,02 0,13 0,11 0,17

CpG6,7,8,9e 10 DA 12 0,07 0,02 0,07 0,05 0,13 0,29
Idosos 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,09

CpG 11 DA 12 0,07 0,05 0,08 0,00 0,13 0,07
Idosos 9 0,04 0,02 0,03 0,00 0,08

CpG 12e 13 DA 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04 0,09
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG 14 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06 0,24
Idosos 10 0,03 0,01 0,03 0,02 0,04

CpG 15 DA 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,79
Idosos 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG 16 e 17 DA 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,84
Idosos 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02

CpG 19 e 20 DA 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,05 0,42
Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05

CpG21e22 DA 12 0,16 0,06 0,18 0,05 0,23 0,29
Idosos 10 0,13 0,06 0,15 0,05 0,20

CpG23e24 DA 12 0,08 0,01 0,08 0,06 0,09 0,70
Idosos 10 0,08 0,01 0,08 0,05 0,10

CpG 25 DA 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,82
Idosos 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06

CpG27,28,29e30 DA 12 0,07 0,02 0,08 0,05 0,09 0,98
Idosos 10 0,07 0,02 0,07 0,04 0,10

CpG 31 DA 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 0,92
Idosos 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05

CpG 32,33 e 34 DA 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,04 0,80
Idosos 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

N: Numero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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ANEXO 19: Tabela - Metilagdo de CpGs do gene HSPA9 entre as trés

regidoes cerebrais de pacientes com DA e de idosos controles.

Desvio

DA Regido Cerebral N Média Padrio Mediana Minimo Maximo p* Post hoc

CpG 1 Coértex Auditivo 11 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04
Coértex Entorrinal 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,32
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

CpG2e3 Coértex Auditivo 11 0,13 0,02 0,12 0,10 0,17
Cortex Entorrinal 12 0,13 0,02 0,12 0,10 0,18 0,42
Hipocampo 12 0,12 0,02 0,12 0,09 0,16

CpG 86,7, 8, Coértex Auditivo 11 0,07 0,02 0,07 0,05 0,11

9e10 Coértex Entorrinal 12 0,06 0,03 0,07 0,01 0,10 0,28
Hipocampo 12 0,07 0,02 0,07 0,05 0,13

CpG 11 Coértex Auditivo 9 0,02 0,03 0,00 0,00 0,10
Coértex Entorrinal 12 0,04 0,04 004 000 013 0,03 AxHp=003
Hipocampo 12 0,07 0,05 0,08 0,00 0,13

CpG12e Coértex Auditivo 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03

13 Coértex Entorrinal 12 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03 0,78
Hipocampo 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

CpG 14 Coértex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05
Coértex Entorrinal 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,18
Hipocampo 12 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06

CpG 15 Coértex Auditivo 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02
Coértex Entorrinal 12 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,66
Hipocampo 12 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG16e Coértex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

17 Coértex Entorrinal 12 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,67
Hipocampo 11 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG19e Coértex Auditivo 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

20 Coértex Entorrinal 12 0,03 0,05 0,02 0,00 0,19 0,74
Hipocampo 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,05

CpG21e Coértex Auditivo 11 0,15 0,04 0,17 0,06 0,19

22 Coértex Entorrinal 12 0,13 0,04 0,14 0,06 0,19 0,34
Hipocampo 12 0,16 0,06 0,18 0,05 0,23

CpG23e Coértex Auditivo 11 0,07 0,03 0,07 0,00 0,12

24 Coértex Entorrinal 12 0,08 0,02 0,09 0,04 0,11 0,55
Hipocampo 12 0,08 0,01 0,08 0,06 0,09

CpG 25 Coértex Auditivo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05
Coértex Entorrinal 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,91
Hipocampo 12 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07

CpG 27, 28, Coértex Auditivo 11 0,07 0,03 0,06 0,00 0,11

29 e 30 Coértex Entorrinal 12 0,07 0,03 0,08 0,03 0,09 0,86
Hipocampo 12 0,07 0,02 0,08 0,05 0,09

CpG 31 Coértex Auditivo 11 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05
Coértex Entorrinal 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,86
Hipocampo 12 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06

CpG 32, 33 Coértex Auditivo 11 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05

e 34 Cortex Entorrinal 11 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 0,99
Hipocampo 12 0,03 0,01 0,02 0,01 0,04

continua
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continuagao

Idosos Regido Cerebral N Média gae;;’ég Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 Coértex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03
Cortex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 0,85
Hipocampo 10 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03

CpG2e3 Coértex Auditivo 10 0,14 0,04 0,13 0,09 0,19
Cortex Entorrinal 10 0,14 0,03 0,14 0,10 0,21 0,88
Hipocampo 10 0,14 0,02 0,13 0,11 0,17

CpG 6,7, 8, Coértex Auditivo 10 0,06 0,03 0,06 0,02 0,11

9e10 Coértex Entorrinal 10 0,06 0,02 0,07 0,02 0,09 0,77
Hipocampo 10 0,06 0,02 0,07 0,03 0,09
Cértex Auditivo 10 0,03 0,03 0,02 0,00 0,08

CpG 11 Cortex Entorrinal 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07 0,65
Hipocampo 9 0,04 0,02 0,03 0,00 0,08
Coértex Auditivo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06

CpG12e13 Coértex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,09
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02
Cértex Auditivo 10 0,04 0,02 0,04 0,00 0,05

CpG 14 Cortex Entorrinal 10 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05 0,59
Hipocampo 10 0,03 0,01 0,03 0,02 0,04
Cértex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG 15 Cértex Entorrinal 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,82
Hipocampo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03
Coértex Auditivo 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02

CpG16e17 Cértex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,61
Hipocampo 9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02
Coértex Auditivo 10 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04

CpG 19 e 20 Coértex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,40
Hipocampo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,05
Coértex Auditivo 10 0,15 0,03 0,15 0,11 0,21

CpG 21 e22 Cortex Entorrinal 10 0,13 0,05 0,14 0,05 0,20 0,55
Hipocampo 10 0,13 0,06 0,15 0,05 0,20
Coértex Auditivo 10 0,07 0,02 0,08 0,04 0,10

CpG 23 e 24 Cortex Entorrinal 10 0,07 0,03 0,08 0,02 0,10 0,78
Hipocampo 10 0,08 0,01 0,08 0,05 0,10
Coértex Auditivo 10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,06

CpG 25 Coértex Entorrinal 10 0,03 0,02 0,03 0,00 0,06 0,57
Hipocampo 10 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06

CpG 27, 28, Coértex Auditivo 10 0,07 0,03 0,07 0,01 0,11

29 e 30 Coértex Entorrinal 10 0,06 0,02 0,06 0,01 0,08 0,35
Hipocampo 10 0,07 0,02 0,07 0,04 0,10
Coértex Auditivo 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05

CpG 31 Cortex Entorrinal 10 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,94
Hipocampo 10 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05

CpG 32,33 e Coértex Auditivo 10 0,03 0,01 0,02 0,01 0,06

34 Cortex Entorrinal 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,35
Hipocampo 10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,04

N: Namero de individuos; p*: teste ANOVA; DA: Doenca de Alzheimer.
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ANEXO 20: Metilagdo de CpGs do gene HSPA9 no cérebro de pacientes
com DA e idosos.

Desvio

Cérebro Grupo N Média Padrio Mediana  Minimo Maximo p*

CpG 1 DA 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,77
Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG2e3 DA 35 0,13 0,02 0,12 0,09 0,18 0,12
Idosos 30 0,14 0,03 0,13 0,09 0,21

CpG6,7,8,9e10 DA 35 0,07 0,02 0,07 0,01 0,13 0,20
Idosos 30 0,06 0,02 0,06 0,02 0,11

CpG 11 DA 33 0,05 0,05 0,04 0,00 0,13 0,10
Idosos 29 0,03 0,03 0,03 0,00 0,08

CpG12e13 DA 35 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,42
Idosos 30 0,02 0,01 0,01 0,00 0,06

CpG 14 DA 34 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,07
Idosos 30 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05

CpG 15 DA 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,57
Idosos 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG 16 e 17 DA 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,53
Idosos 28 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03

CpG 19e 20 DA 35 0,03 0,03 0,02 0,00 0,19 0,14
Idosos 30 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05

CpG21e22 DA 35 0,15 0,05 0,16 0,05 0,23 0,41
Idosos 30 0,14 0,05 0,14 0,05 0,21

CpG23e24 DA 35 0,08 0,02 0,08 0,00 0,12 0,35
Idosos 30 0,07 0,02 0,08 0,02 0,10

CpG 25 DA 34 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,44
Idosos 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06

CpG 27, 28,29 e 30 DA 35 0,07 0,02 0,07 0,00 0,11 0,66
Idosos 30 0,07 0,02 0,07 0,01 0,11

CpG 31 DA 35 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 0,64
Idosos 30 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05

CpG 32,33e 34 DA 34 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,67
Idosos 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,06

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doencga de Alzheimer.
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ANEXO 21: Metilagdo de CpGs do gene HSPA9 entre sangue periférico e
cérebro de pacientes com DA e idosos.

*

DA Tecido N Média  Desvio Padrdo Mediana Minimo Maximo p

CpG 1 Cérebro 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,43
Sangue 28 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07

CpG2e3 Cérebro 35 0,13 0,02 0,12 0,09 0,18 0,67
Sangue 29 0,12 0,03 0,12 0,06 0,20

CpG6,7,8,9¢e10 Cérebro 35 0,07 0,02 0,07 0,01 0,13 0,01
Sangue 30 0,05 0,02 0,06 0,01 0,09

CpG 11 Cérebro 33 0,05 0,05 0,04 0,00 0,13 0,69
Sangue 28 0,04 0,05 0,02 0,00 0,16

CpG12e13 Cérebro 35 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04 0,20
Sangue 29 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06

CpG 14 Cérebro 34 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 0,06
Sangue 28 0,03 0,01 0,03 0,00 0,06

CpG 15 Cérebro 35 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,13
Sangue 29 0,01 0,01 0,01 0,00 0,05

CpG16e17 Cérebro 33 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,81
Sangue 29 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG19e20 Cérebro 35 0,03 0,03 0,02 0,00 0,19 0,47
Sangue 29 0,03 0,04 0,02 0,00 0,18

CpG21e22 Cérebro 35 0,15 0,05 0,16 0,05 0,23 0,59
Sangue 30 0,15 0,05 0,16 0,05 0,26

CpG23e24 Cérebro 35 0,08 0,02 0,08 0,00 0,12 0,05
Sangue 27 0,07 0,03 0,07 0,00 0,12

CpG 25 Cérebro 34 0,02 0,02 0,02 0,00 0,07 0,14
Sangue 24 0,03 0,03 0,02 0,00 0,14

CpG 27, 28,29 € 30 Cérebro 35 0,07 0,02 0,07 0,00 0,11 0,32
Sangue 30 0,06 0,02 0,07 0,01 0,10

CpG 31 Cérebro 35 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 0,53
Sangue 28 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06

CpG32,33e 34 Cérebro 34 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,80
Sangue 30 0,03 0,01 0,03 0,00 0,06

Idosos Tecido N Média Desvio Padrédo Mediana Minimo Maximo p*

CpG 1 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,003
Sangue 18 0,03 0,02 0,02 0,01 0,07

CpG2e3 Cérebro 30 0,14 0,03 0,13 0,09 0,21 0,18
Sangue 17 0,15 0,02 0,14 0,12 0,20

CpG6,7,8,9e10 Cérebro 30 0,06 0,02 0,06 0,02 0,11 0,08
Sangue 19 0,07 0,03 0,07 0,00 0,13

CpG 11 Cérebro 29 0,03 0,03 0,03 0,00 0,08 0,03
Sangue 19 0,05 0,03 0,04 0,00 0,12

CpG12e13 Cérebro 30 0,02 0,01 0,01 0,00 0,06 0,29
Sangue 19 0,02 0,01 0,02 0,00 0,04

CpG 14 Cérebro 30 0,03 0,01 0,03 0,00 0,05 0,11
Sangue 15 0,04 0,02 0,04 0,00 0,06

CpG 15 Cérebro 30 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,24
Sangue 18 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03

CpG 16 e 17 Cérebro 28 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,46
Sangue 18 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02

CpG19¢€e20 Cérebro 30 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 0,01
Sangue 17 0,06 0,05 0,04 0,00 0,18

CpG21e22 Cérebro 30 0,14 0,05 0,14 0,05 0,21 0,03
Sangue 18 0,17 0,04 0,17 0,06 0,25

CpG23e24 Cérebro 30 0,07 0,02 0,08 0,02 0,10 0,67
Sangue 18 0,07 0,03 0,07 0,00 0,15

CpG 25 Cérebro 30 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06 0,42
Sangue 19 0,03 0,03 0,02 0,00 0,12

CpG 27, 28,29 € 30 Cérebro 30 0,07 0,02 0,07 0,01 0,11 0,06
Sangue 18 0,05 0,03 0,05 0,00 0,11

CpG 31 Cérebro 30 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05 0,06
Sangue 16 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05

CpG32,33e 34 Cérebro 30 0,02 0,01 0,02 0,01 0,06 0,71
Sangue 17 0,03 0,02 0,02 0,00 0,06

N: Namero de individuos; p*: teste t de Student; DA: Doenga de Alzheimer.
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Abstract

ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is the most common type of dementia in
elderly population. AD is a complex neurodegenerative disorder that shows many
gene expressions and protein alterations. Thus, gene expression regulation
process, such epigenetic regulation, has been investigated in AD. AIM: This
study aimed to evaluate gene expression and epigenetic regulation of DPYSL2,
CNP, HSPA8 e HSPA9 genes in AD and controls. Furthermore, we aimed to
evaluate the methylation levels of LINE1 in brain and peripheral blood of AD
patients and controls. METHODS: mRNA quantification was performed using
gRT-PCR, and methylation patterns were determinated by mass spectrometry
and pyrosequencing. We analyzed three post mortem brain regions (entorhinal
and auditory cortices and hippocampus) of 10 AD patients and 10 healthy elderly
as well as peripheral blood lymphocytes of 16 young, 23 elderly and 34 AD
patients. RESULTS: In peripheral blood, DPYSL2 and CNP genes were
upregulated in young controls, and HSPA8 and HSPA9 were upregulated in AD
patients. DPYSL2, CNP, HSPA8 and HSPA9 genes were downregulated in
auditory cortex, entorhinal cortex and hippocampus of AD patients compared to
elderly control group. Between the blood and brain tissues of AD patients and
elderly controls, DPYSL2 and CNP genes presented higher expression in blood,
whilst the HSPA8 and HSPA9 chaperones were more expressed in brain tissue.
CONCLUSIONS: DPYSL2 and CNP upregulation in peripheral blood of young
controls could be related to a higher proliferation of immune system and to the
activation of those genes in pathways still unknown. The upregulation of
chaperones in blood may be associated with a cellular response to oxidative
stress. Differences in mRNA levels observed between blood and brain of AD
patients and controls could be due to tissue-specific functions. The
downregulation of all four genes in brain tissue of AD patients compared to
controls could indicate a role for those genes in AD pathology, acting in neuronal
death, extracellular signal modulation and protein accumulation. The higher
methylation levels of LINE1 sequences may be related to AD development;
however, methylation of candidate genes promoters does not appear to be the

mechanism regulating gene expression in AD patients and controls.
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Apéndice 1: Avaliacao do Supervisor estrangeiro referente ao periodo de
doutorado Sanduiche

H Social, Genetic and Box Number P081 L]
InStlt‘_lte Of Developmental Psychiatry De Crespigny Park IN G S
Psychlatl‘y Research Centre Denmark Hill CO / / € ge

Director London SE5 8AF
Peter McGuffin Telephone +44 (0)20 7848 0598 LOND ON
at The Maudsley Fax +44 (0)20 7848 0575 e
University of London

www.kcl.ac.uk
Dr Jonathan Mill

Institute of Psychiatry
King’s College London

29t July 2011
Re: Patricia Natalia Oliveira Da Silva’s visit to King’s College London

This letter confirms that Patricia has worked with my group in the Epigenetics
laboratory of the “Social, Genetic and Developmental Psychiatry Centre (SGDP)”
at the Institute of Psychiatry of the Kings College in London, from February 15 to
July 29 2011.

During this period she was trained in a range of cutting-edge epigenetic
techniques and actively participated in several research projects. The methods
that Patricia used during her visit included:

1. Extraction of human DNA from blood- and saliva samples

2 Sodium bisulfite treatment of DNA samples using the EZ-96 DNA
Mehtylation Kit

3t Bisulfite-specific Polymerase Chain Reactions (PCR) and examination of

PCR products using Agarose Gels
4. Analysis of quantitative DNA methylation using the Sequenom EpiTYPER

platform

5. Luminometric-based assay for Global DNA Methyation ~-LUMA

6. Analysis of quantitative DNA methylation using Pyrosequencing

7 Analysis of the Global Methylation via the analysis of LINE1 elements

She was involved in a range of projects that are currently being executed in our
laboratory, with a focus on the epigenetic analysis of psychiatric disorders. She
was also able to conduct research to on her own project “Epigenetic analysis in
Alzheimer Disease and Aging”. Everything was completed as scheduled, and
Patricia is now able to analyze her data back in Brazil.

It was a pleasure having Patricia visit the lab. She was very hard-working and
very personable. She is clearly an excellent student who will enjoy a very
successful career in science. We are sorry to see her go!

Drifenatha
Senior Lecturer in Psychiatric Epigenetics
King’s College London.

Social, Genetic and Developmental
Psychiatry Research Centre
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Short Communication

Promoter Methylation Analysis of SIR73,

SMARCAS, HTERT and CDHI Genes 1n
Aging and Alzheimer’s Disease

Patricia Natalia Oliveira Silva®, Carolina Oliveira Gigek®, Mariana Ferreira Leal®,

Paulo Henrique Ferreira Bertolucci®. Roger Willian de Labio®. Spencer Luiz Marques Payao© and
Marilia de Arruda Cardoso Smith™*

& Department of Morphology, Genetics Division, Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP/EPM), Sao Paulo,
SE, Brazil

Y Department of Clinical Neurologv, Neurology Division, Universidade Federal de Séo Paulo (UNIFESP/EPM), SP,
Brazil

“Genetics and Malecular Biology, Hemocentro, Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA), Marilia, SE. Brazil

Communicated by Jestus Avila

Abstract. Longevity related genes were investigated concerning promoter methylation. SIRT3. SMARCAS, HTERT and CDHI
promoters were analyzed in peripheral blood in relation to gender. age and Alzheimer’s disease (AD). Methylation Specifc PCR
assay (MSP) was used. There were no significant differences in methylation frequencies of STRT3. SMARCAS and CDHI among
young, elderly and AD groups (p > 0.05). showing no association with aging or AD. On the other hand. HTERT methylation
frequency was associated with the aging process, in that AD patients differed from elderly controls (p = 0.0086), probably due
to telomere and immune dysfunctions involved in AD pathogenesis.

Keywords: Aging, Alzheimer’s disease, CDHI, DNA methylation, epigenetics, HTERT, SIRT3, SMARCAS

INTRODUCTION Epigenetics is a gene expression regulation mech-
anism involved in many conditions. CpG islands in
gene promoter regions are susceptible to this kind of
regulation. DNA methylation is the most studied epi-

genetic alteration, occurring through the addition of a

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative and
progressive disease. AD is a complex disease classified
as early familial onset and late sporadic onset. The

cause of the sporadic form of the disease is unknown,
probably because the disease is heterogeneous. caused
by aging in concert with a complex interaction of both
genetic and environmental risk factors [1].

*Corresponding author: Marilia de Arruda Cardose Smth, Disci-
plina de Genética, Departamento de Morfologia, Universidade Fed-
eral de Sao Paulo/ Escola Paulista de Medicina. Rua Botucatu 740
CEP: 04023-900. S3o Paulo. SP. Brazil. Tel: +55 11 55764260;
Fax: +55 11 55764264; E-mail: macsmith morf@epm.br.

methyl radical to the cytosine base adjacent to guanine.
Usually, when DNA is methylated in the gene promot-
er region, genes are inactivated and silenced [2]. Few
studies have evaluated epigenetic alterations in AD [3].

The four genes associated with AD (A 3PP, PS1. PS2
and the APOE &4 allele) described in the literature are
not sufficient to explain all the cases of the disease.
This study examined four genes chosen considering
theirrole in longevity, apoptosis, silencing of ribosomal
DNA genes (tDNA) and telomerase expression. The

ISSN 1387-2877/08/$17.00 © 2008 — IOS Press and the authors. All rights reserved
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ORIGINAL ARTICLE

hTERT methylation and expression in gastric cancer

Carolina Oliveira Gigek', Mariana Ferreira Leal', Patricia Natalia Oliveira Silva', Luara Carolina
Frias Lisboa', Eleonidas Moura Lima? Danielle Queiroz Calcagno?, Paulo Pimentel Assumpcéao®,
Rommel Rodriguez Burbano®, and Marilia de Arruda Cardoso Smith'

!Disciplina de Genélica, Departamento de Morfologia e Genética, Universidade Federal de Sdo Paulo, SP, Brasil,
“Departamento de Biologia, Campus Ministro Reis Velloso/Parnaiba, Universidade Federal do Piaui, PI, Brasil,
Labordtorio de Citogenética Humana e Genética Toxicoldgica, Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Pard, PA, Brasil, and *Servico de Cirurgia, Hospital Universitdrio Jodo de Barros
Barreto, Universidade Federal do Pard, PA, Brasil

Abstract

Gastric cancer is the second most prevalent cause of cancer death worldwide. DNA methylation is a com-
mon event in gastric carcinogenesis. hTERT seems to be the rate-limiting determinant of telomerase acti-
vation, which is responsible for stability and life span. hTERT hypermethylation has been associated with
telomerase expression. In the present study, we investigated the promaoter methylation status and hTERT
protein expression in gastric cancer and normal mucosa samples. One hundred and nine gastric cancer and
53 normal mucosa samples were investigated through methylation-specific PCR. Immunchistochemistry
was analysed using peroxidase in 55 gastric cancer and 18 normal gastric mucosa samples. This is the first
study evaluating hTERT methylation status in gastric carcinogenesis. We did not observe hTERT protein
expression in normal gastric mucosa. Moreover, hTERT expression was observed in 80% of tumours and
was asseciated with gastric cancer (p<0.0001). Partial methylation was the most frequent pattern in gas-
tric samples, even in normal mucosa. The frequency of specimens presenting hypermethylation was sig-
nificantly higher in tumours than in normal mucosa samples (p=0.0002), although the presence of hyper-
methylated promoter was not associated with a higher frequency of hTERT expression. A low correlation
between hTERT protein expression and methylation was verified in gastric cancer samples. There was a
clear difference in the frequency of hTERT expression and methylation within tumoral and non-tumoral
tissues. Methylation status and telomerase expression may be useful for the diagnosis of gastric cancerand
may have an impact on the anti-telomerase strategy for cancer therapy.

Keywords: Gastric cancer; hTERT; IHC; methylation; MSF; protein expression

Introduction key role in development and progression of cancer. DNA

methylation is the most common epigenetic alteration

Gastric cancer is the second most prevalent cause of
cancer death worldwide (Li et al. 2008), and it is two
to three times more frequent in developing countries.
In the state of Pard, Northern Brazil, the gastric cancer
mortality rates are higher than the national average rate
(Resende et al. 2006).

Gastric cancer is the result of environmental, includ-
ing diet and infectious agents, genetic and epigenetic
factors (Shang & Pena 2005). Epigenetic events play a

and occurs by addition of a methyl radical on a deoxycy-
tosine, frequently found in cytosine-phosphate-guanine
(CpG) sites (Richardson 2003). Gene promoters are CpG-
rich sites and contain transcriptional sites. Indeed, meth-
ylation of CpG islands is usually associated with gene
silencing (Zinn et al. 2007). Moreover, gene promoter
methylation is observed in carcinogenesis processes,
including gastric cancer (Lima et al. 2007, 2008, Leal et al.
2007, Moura Lima et al. 2008, Guimaraes et al. 2007).
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Objective: The aim of this study was to evaluate IGFEP-3 protein expression, its correlation with gene pro-
moter methylation pattern in gastric carcinogenesis and with clinicopathological characteristics.
Design: Forty-three normal gastric mucosa and 94 adenocarcinoma samples were investigated through
methylation specific PCR, after bisulfite modification. Immuno histochemistry was analyzed using perox-
idase in 54 gastric cancer and 20 normal gastric mucosa samples.

Resuits: IGFBP-3 expression was higher in tumor samples than in normal mucosa (p < 0.0001 ). Intestinal
type presented a higher frequency of protein expression than diffuse type (p=0.0412). Methylation fre-
quency of IGFBP-3 promoter in gastric samples revealed, respectively, 95.7% and 97.7% in neoplastic and
non-neoplastic samples. The frequency of ICFEP-3 methylation did not differ between tumor and normal
samples (95.7% versus 97.7%, p=0.7810). We did not observe a significant comelation between ICFBP-3
promoter methylation and protein expression.

Conclusion: In summary, our study did not observe any influence of IGFBP-3 promoter methylation on
protein expression. Moreover we propose that IGFBP-3 immunostaining in gastric tissue may be a useful

marker for malignancy.

@ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Insulin-like growth factors (1GF) modulate growth and develop-
ment, and promote cellular proliferation, survival and differentia-
don [1]. IGF interaction with its receptors is modulated by the
family of IGF binding proteins. Among this family, the most abun-
dant binding protein in human serum is IGFBP-3, which circulates
associated with IGF and a glycoprotein, called acid labile subunit
[2]. IGFBP-3 is also present in several tissues [3]. IGFBP-3 inhibits
IGF action by competitively binding IGFs that prevents their bind-
ing to the IGF receptor (IGF-R) [4]. Therefore, IGFBP-3 is known to
promote apoptosis and this fact suggests a protective against car-
cinogenesis [5]. While, IGFBP-3 actions independent of IGF include
the capacity to maintain growth stimulatory effects [6].

IGFBP-3 gene is located at 7p13 [7] and its transcription regula-
don is mediated by alterations in activity or properties of tran-

* Corresponding author. Address: Escola Paulista de Medicina, Universidade
Federal de 530 Paulo {UNIFESP), Rua Botucatu 740, Ed. Leitdo da Cunha, (4023-900,
530 Paulo, SP, Brazil. Tel: +55 (11) 55764260 fax: +55 (11) 55764264,

E-mail address: macsmith. morf@epm.br {MAC. Smith).

1096-6374/§ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10101 6{j.ghir. 201 0.02.005

scriptional factor or by epigenetic modifications, such as DNA
methylation or histone acetylation [8]. DNA methylation of CpG
islands at IGFBP-3 promoter has been described in renal, ovarian,
liver, gastric, colorectal and breast cancer, and the expression of
IGFBP-3 protein appears to be inhibited by promoter methylation
[9]. Furthermore, it is known that IGFBP-3 expression is induced
by the tumor suppressor p53 [5].

Tomii et al. [10] suggest that the role of IGFBP-3 varies during
carcinogenesis in different organs, and that inter-ethnic compari-
son of the methylation pattern of this gene has to be analyzed. It
is well known that hypermethylation of the CpG island in tumor-
related genes is one of the most important epigenetic alterations
in cancer development. Thus, aberrant methylation could be used
as diagnostic marker to identify cancer cells from normal samples
and as a prognostic marker indicating tumor biological behavior
[11].

Gastric cancer is still the second most prevalent cause of cancer
death worldwide [12]. In the state of Pard, Northern Brazil, gastric
cancer mortality rates are higher than the national average rate
[13].
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ORIGINAL ARTICLE: CLINICAL TRANSLATIONAL THERAPEUTICS

SMARCAS Methylation and Expression in Gastric Cancer
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Here, we first evaluated SMARCAS expression and promoter
DNA methylation in gastric carcinogenesis.
Immunohistochemistry and methylation-specific PCR were
analyzed in 19 and 48 normal mucosa and in 52 and 92 gastric
cancer samples, respectively. We observed higher
immunoreactivity of SMARCAS in gastric cancer samples than
in normal mucosa. Moreover, SMARCAS promoter methylation
was associated with the absence of protein expression. Our
findings suggest that SMARCAS has a potential role in
proliferation and malignancy in gastric carcinogenesis.

Keywords: Epigenetic; DNA methylation; Protein expression;
IHC; SMARCAS

INTRODUCTION

Gastric cancer is the fourth most prevalent cancer in the
world. However, due to its poor prognosis, gastric cancer is
the second most common cause of death from cancer (1). The
early detection of gastric cancer is very important for a good
prognosis.

SMARCAS (SNF2H), the human homologue of
Drosophila imitation switch gene (ISWI), is a member
of the SWI/SNF chromatin remodeling family of proteins,
which has helicase and ATPase activity (2). SMARCAS
mediates DNA accessibility by sliding the histone octamer
and, thus, is important for gene expression, DNA replication,
DNA repair, and the maintenance of higher order chromatin
structure (2, 3).

Chromatin remodeling complexes use the energy of ATP
hydrolysis to change nucleosomal positions, so that specific
regions of the genome become accessible for interaction with
regulating factors (4). These chromatin remodeling com-
plexes have been shown to promote both transcriptional ac-
tivation and repression (5, 6). Not surprisingly, these com-
plexes have been associated with malignant transformation

(7).

There is a 1 kb CpG island with CG content up to 60% in
SMARCAS promoter and exon 1 (8). This CpG island con-
tains binding sites of methylation-sensitive transcription fac-
tors such as Sp1, Myb, CREB, AP1, and MZF1 (9). These data
suggest that SMARCAS5 expression may be regulated by DNA
methylation. The mechanism of SMARCAS regulation is still
unknown. DNA methylation is the most common epigenetic
alteration and occurs by addition of a methyl radical on a de-
oxycytosine, frequently found in CpG sites. DNA methyla-
tion is usually associated with gene silencing (10).

The aim of this study was to investigate the protein ex-
pression and methylation pattern of SMARCAS in gastric
carcinogenesis and their correlation with clinicopathological
characteristics.

METHODS

Samples

SMARCAS protein expression was evaluated in 52 formalin-
fixed paraffin-embedded tissue samples of patients with spo-
radic gastric adenocarcinoma, in which 19 samples also had
adjacent nonneoplastic and noninfiltrated gastric mucosa.
Among these samples, the mean age was 56 & 6.9 years and
70.4% were male.

SMARCAS methylation pattern was evaluated in 48 were
nonneoplastic gastric mucosa of patients (distant location of
primary tumor) and in 92 sporadic gastric adenocarcinoma.
In the studied samples, the mean age was 55 & 10.35 years
and 68.6% were male. SMARCAS methylation and protein
expression were both evaluated in 47 gastric cancer and 16
normal gastric mucosa samples.

All samples were classified according to Laurén (11) and
tumors were staged using standard criteria by TNM staging
(12). Table 1 shows the clinicopathological characteristics of
the studied samples.

All gastric samples were obtained surgically in Pard
State Jodo de Barros Barreto University Hospital (HUJBB).
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(UNIFESP), Rua Botucatu 740, Ed. Leitio da Cunha, 04023-900 S3o Paulo, SP, Brazil. email: macsmith.morf@epn.br

Cancer Investigation

128



Apéndices

Apéndice 6: Artigo submetido para Alzheimer’s and Dementia.

Elsevier Editorial System(tm) for Alzheimer's & Dementia
Manuscript Draft

Manuscript Number:
Title: SNAP25 expression profile in brain of Alzheimer's Disease and healthy elderly subjects
Article Type: Research Article

Keywords: Alzheimer's Disease; peripheral blood lymphocytes; post mortem brain tissue; gRT-PCR;
SNAP25 expression; synaptic impairment.

Corresponding Author: Ms Tatiane Katsue Furuya,
Corresponding Author's Institution: Universidade Federal de S3o Paulo [UNIFESF)
First Author: Tatiane K Furuya

Order of Authors: Tatiane K Furuya; Patricia N Silva; Spencer L Paydo ; Paulo H Bertolucci ; Lucas
Rasmussen ; Roger de Labio ; [anna L Braga; Elizabeth S Chen ; Gustavo Turecki ; Naguib Mechawar;
Marilia A Smith

Abstract: Background: Alzheimer's Disease (AD] is the most common cause of dementia in elderly
people. The presynaptic terminal is an important site of pathological changes in this disease, leading to
synaptic loss in specific brain regions, such as in the cortex and hippocampus. We aimed to investigate
SNAP25 (synaptosomal-associated protein, 25kDa) mRNA expression levels in peripheral blood
lymphocytes of young and healthy elderly controls and AD patients as well as in post mortem brain
regions (entorhinal and auditory cortices and hippocampus) of healthy elderly and AD subjects.
Methods: mRNA quantification was performed by quantitative Reverse Transcription PCR, using the
AACT method and the 24(-AACT) formula to calculate the relative quantification. Results: A lack of
SNAP25 expression was observed in peripheral blood lymphocytes. In brain tissue of the healthy
elderly group, SNAP25 mRNA showed lower expression in the entorhinal cortex and hippocampus in
comparison to the auditory cortex. Regarding the AD patients, we did not detect differences in SNAP25
expression among the analyzed brain regions. Furthermore, we showed significant decrease in SNAP25
expression in the three brain regions of AD patients in comparison to the healthy elderly group.
Conclusion: Our study suggested that SNAP25 might be involved in specific transmitter pathway in the
healthy elderly brain. Furthermore, the decreased SNAP25 RNAm expression in all the brain regions of
AD patient might suggest impairment of the synaptic function related to this disease. Moreover, we
showed that the auditory cortex was as much affected as the hippocampus and the entorhinal cortex,
the primary areas affected in this disorder.
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