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RESUMO

CADAXO, André Simoes. Caracterizacdo metabolica de biomarcadores ndo invasivos
circulantes relacionados a Doenga de Alzheimer. 2022. 112 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A expectativa de vida da populagdo mundial vem aumentando consideravelmente, o que
repercute na preocupacdo crescente com doencgas neuroldgicas da Terceira e da Quarta idades,
como a doenca de Alzheimer (DA). A DA ¢ definida como uma doenca de progressao lenta,
caracterizada por perda neuronal gradual, déficit cognitivo, presenga de placas amiloides (PAs)
e emaranhados neurofibrilares (ENFs). Antes do desenvolvimento da DA em si, existe uma fase
prodromica chamada de Déficit Cognitivo Minimo (DCM). A metabolomica ¢ uma abordagem
biologica recente, através da qual a concentragdo de diversos metabolitos presentes em amostras
bioldgicas pode ser medida. Mudangas entre os perfis metabolicos podem refletir diferengas no
background genético, modificacdes epigenéticas, aspectos transcriptomicos € protedmicos,
dieta, estilo de vida, microbiota intestinal, estresse, exposi¢do a patdgenos, medicamentos, entre
outros. No presente estudo, tivemos como objetivo principal identificar biomarcadores
circulantes ndo invasivos (urina) e pouco invasivos (plasma) de desenvolvimento e/ou
progressao da DA tardia, através da andlise metabolomica comparativa por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). Para tal, foram selecionados 37 idosos (>65 anos) para participacao
voluntéria no estudo, sendo 11 diagnosticados com DCM, 12 diagnosticados com DA provavel
tardia e 14 idosos saudédveis. A andlise comparativa entre os grupos evidenciou metabdlitos
com participagdo no metabolismo energético, atividade neuroprotetora, neuromodulagao,
modula¢do de proteinas, inflamagdo ou lesdes caracteristicas, metabolismo de lipideos e
colesterol, metabolismo da metionina, além de influéncia da microbiota intestinal. Foram
encontrados biomarcadores circulantes associados ao desenvolvimento e progressdo da DA.
Vias metabolicas foram relacionadas aos compostos alterados assim como genes previamente
relacionados a patologia. Também foram identificadas variantes génicas sem associac¢ao prévia
com a DA. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem a associagao dos compostos alterados
com as respectivas vias metabolicas onde exercem sua influéncia no desenvolvimento e
progressao da doenca. As informacdes adquiridas servem como um ponto de partida para
futuras investigacdes com melhor direcionamento e maior profundidade.

Palavras-chave: Envelhecimento. Doenca de Alzheimer. Declinio Cognitivo Minimo.

Metabolomica. Biomarcadores circulantes. Diagndstico.



ABSTRACT

CADAXO, André Simdes. Metabolic characterization of non-invasive circulating biomarkers
related to Alzheimer's Disease. 2022. 112 f. Dissertagao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

The life expectancy of the world's population has been increasing considerably, which
leads to a growing concern about diseases in old age, such as Alzheimer's disease (AD). AD is
defined as a slowly progressing disease, characterized by gradual neuronal loss, cognitive
deficit, presence of amyloid plaques (AP) and neurofibrillary tangles (NFT). Before the
development of AD itself, there is a prodromal phase called Minimal Cognitive Impairment
(MCI). Metabolomics is a recent biological approach, through which the concentration of
various metabolites present in biological samples can be measured. Changes between metabolic
profiles may reflect differences in genetic background, epigenetic modifications, transcriptomic
and proteomic aspects, diet, lifestyle, gut microbiota, stress, exposure to pathogens,
medications, among others. In the present study, we aimed to identify non-invasive (urine) and
less invasive (plasma) circulating biomarkers of the development and/or progression of late
AD, through comparative metabolomics analysis by Nuclear Magnetic Resonance (NMR). To
this end, 37 elderly people (>65 years old) were selected for voluntary participation in the study,
11 of whom were diagnosed with MCI, 12 diagnosed with late probable AD and 14 healthy
elderly individuals. The comparative analysis between the groups showed metabolites with
roles in energy metabolism, neuroprotective activity, neuromodulation, protein modulation,
inflammation or pathological lesions, lipid and cholesterol metabolism, methionine
metabolism, in addition to the influence of the gut microbiota. Circulating biomarkers
associated with the development and progression of AD were found. Metabolic pathways were
related to the altered compounds as well as genes previously related to the pathology. Gene
variants without previous association with AD were also identified. The results obtained in this
study suggest association between the altered compounds with the respective metabolic
pathways where they exert their influence on the development and progression of the disease.
The information acquired serves as a starting point for future research with better direction and
greater depth.

Keywords:  Aging. Alzheimer's disease. Mild Cognitive Impairment. Metabolomics.

Circulating biomarkers. Diagnosis.
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INTRODUCAO

Expectativa de Vida e Envelhecimento

Ao longo das ultimas décadas, a expectativa de vida da populacdo mundial vem
aumentando consideravelmente. De acordo com dados do relatorio de 2022 da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), no periodo entre 2000 e 2019, a expectativa de vida da populagdo
mundial aumentou em uma média de 6,5 anos (OMS, 2022). No Brasil, no periodo de 2012 até
o inicio de 2018, a populagdo de idosos aumentou em 4,8 milhdes, o que corresponde a um
crescimento de 18% nesse grupo etario, segundo os dados mais recentes do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018). Esse aumento global no nimero de idosos, também
observado na populagao brasileira, ¢ reflexo dos avangos tecnolégicos na medicina diagnostica
e preventiva, o que tem propiciado uma melhora progressiva em nossa qualidade de vida.
Contudo, a ampliagdo no nimero de idosos gera uma necessidade crescente de implementagao
de estratégias de satde publica relacionadas a doengas neurologicas da Terceira e da Quarta
idades, dentre as quais destaca-se a Doenca de Alzheimer (DA), a principal forma de deméncia

(Scheltens et al., 2021).

Atualmente, cerca de 50 milhdes de pessoas convivem com algum tipo de deméncia, e
esse numero deve triplicar até o ano de 2050 (OMS, 2022). Dentre os diferentes tipos de
deméncia, a DA corresponde a aproximadamente 60 a 70% dos casos (National Institute on
Aging, NIA, 2021). De acordo com o relatério da Alzheimer’s Disease International (ADI,
2019), os custos anuais com individuos com deméncia mundialmente sao de um trilhdo de

dolares, e esse valor deve chegara dois trilhdes em 2030.

Em maio de 2017, a OMS adotou um plano de acao global para intervencdes na saude
publica, em resposta aos crescentes casos de deméncia, recomendando que os paises integrantes
da OMS implementassem politicas de combate a doenga até 2025. O plano fornece um
planejamento abrangente de agdes voltadas para formuladores de politicas, parceiros
internacionais, regionais € nacionais, com foco nas seguintes areas: abordar a deméncia como
uma prioridade na satide publica; aumentar a conscientizagdo sobre a deméncia e estabelecer
iniciativas favoraveis a reducgdo do risco de deméncia; diagndstico, tratamento e cuidados; criar
sistemas de informagdo sobre deméncia; fornecer apoio a cuidadores de pacientes acometidos

por deméncia; promover pesquisa e inovagdo. Entretanto, desde a elaboragdo deste plano de
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combate a deméncia, o Qatar foi o unico pais a desenvolver um novo plano de acdo (OMS,

2017; ADI, 2021).

Além da DA vir se tornando uma das doengas mais incidentes e custosas do século, esta
condi¢do também representa uma grande carga emocional, tanto para os pacientes quanto para
seus familiares (Scheltens et al., 2021). Os anos de vida perdidos ajustados por incapacidade
(Disability Adjusted Life Years, DALY) em pacientes com DA e outros tipos de deméncia em
relacdo a populagdo mundial quase triplicou. No ano 2000, o DALY erade 12.760 e até a ultima

medi¢do, no ano de 2019, esse nimero chegou a 28.353 (OMS, 2019).
A Doenca de Alzheimer

A DA ¢ considerada a doenca neurodegenerativa mais comum e pode ser definida como
uma doenga de progressao lenta, caracterizada por uma perda significativa das sinapses e perda
neuronal gradual nas regides cerebrais responsaveis por fungdes cognitivas, incluindo o cortex
cerebral, o hipocampo, o cortex entorrinale o estriado ventral (National institute on aging, 2019;
Breijyeh et al., 2020). As duas caracteristicas histopatoldgicas cerebrais principais observadas
em individuos com DA sdo a presenca de placas amiloides (PAs) extracelulares de emaranhados
neurofibrilares (ENFs) intracelulares (Lane et al., 2017, NIA, 2021). Por consequéncia, também
ocorrem inflamagdes neuronais paralelamente a astroglioses reativas e ativagdo microglial

(Lane et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura fisioldgica do cérebro e neurdnios
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Legenda: (a) individuo saudavel e (b) portador da doenga de Alzheimer.
Fonte: Breijyeh e colaboradores (2020) com modificagdes.

As PAs sdao depositos extracelulares de proteina BA com diferentes morfologias,
incluindo placas do tipo neuriticas, difusas, densas ou classicas e compactas (Figura 2).
Enzimas de clivagem proteolitica, como B-secretases e y-secretases, sdo responsaveis pela
biossinteseda proteina precursora de amiloide transmembrana (APP) (Perl et al., 2010; Breijyeh
et al., 2020). Essas enzimas clivam a APP em fragmentos de: 43, 45, 46, 48, 49 ¢ 51
aminoacidos, que atingemas formas finais BA40 e BA42.A tnica diferenca entre as duas formas
sao dois residuos na regiao C-terminal da BA42. A concentracao de BA40 no liquor ¢ bem maior
que a de BA42. Entretanto, a fA42 ¢ o principal componente das PAs no cérebro, enquanto a
BA40 s6 esta presente em pequenas concentragdes (Gu et al., 2013). Essas evidéncias sugerem
que a deposicao de BA42 precede a de BA40, e que a deposicdo inicial de BA42 ndo envolve a
BA40 (Tiwari et al., 2019).

Diante do exposto, uma concentragdo reduzida de BA42 no liquor pode ser utilizada

como um biomarcador para diagnostico da DA ou maior risco de progressao de Declinio
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Cognitivo Minimo para a DA (Hansson et al., 2019). Trabalhos recentes, no entanto,
recomendam que além da analise da concentracdo de fA42 também deve ser realizada uma
analise da razao BA42/BA40, ja que os niveis de concentracdo de BA42 por si s6 podem,
comparativamente, parecer reduzidos em individuos que apresentam naturalmente baixos

niveis de proteina BA (Dumurgier ef al., 2015; Lehmann et al., 2018).

Existem varios tipos de mondmeros de proteina BA, incluindo grandes fibrilas amildides
insoluveis que se acumulam, formando as PAs, e oligdmeros soluveis que podem se espalhar
por todo o cérebro. A toxicidade relativa de fibrilas e oligdmeros ¢ uma area de investigagao
ativa (Bao et al., 2012). Pesquisas sugerem que ambas as formas apresentam toxicidade, embora
exista um consenso crescente de que oligdmeros amiloides seriam os mais prejudiciais (Cleary

et al., 2005; Reiss et al., 2018).

Embora a proteina BA monomérica em concentragdes fisioldgicas aparente ndo seja toxica,
algumas evidéncias apontam paraoligomeros de baixo peso molecular como sendo os agentes
neurotoxicos primarios na DA. Portanto, as PAs funcionariam como uma forma de prote¢ao do
organismo contra a toxicidade dos oligomeros (Glabe et al., 2008; Reiss et al., 2018) A proteina
BA desempenha um papel importante na neurotoxicidade e na fun¢ao neural. O aciimulo de
placas mais densas no hipocampo, amigdala e cortex cerebral pode causar estimulagdao de
astrocitos e microglia, danos a axonios, dendritos e perda de sinapses, além de deficiéncia

cognitiva (Armstrong et al., 2009; Chen et al., 2017).
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Figura 2: Aciimulo de proteinas BA neurotoxicas na regido extracelular de neurénios

Legenda: Ilustragdo digital feita através do software PowerPoint em escala aumentada, demonstrando o acumulo
de proteinas BA neurotdxicas na regido extracelular de neuronios. a) Placas amiloides, b) Fibrilas amiloides
insoluveis, c¢) Oligdomeros soluveis.

Fonte: o autor

Neurdnios que contém ENFs apresentam perdas no citoesqueleto dos microtabulos e
nas proteinas associadas a tubulinas (DeTure & Dickson, 2019). Embora os mecanismos
moleculares especificos que ligam a perda de elementos do citoesqueleto ao desenvolvimento
de ENFs permanecam incertos, ¢ provavel que as vias de transducdo de sinais que envolvem a
fosforilacdo e a desfosforilagdo de proteinas sejam suscetiveis a desempenhar um papel central
na formacdo de lesdes neurofibrilares (Metaxas et al., 2016). Sendo assim, a principal
constituinte dos ENFs, a proteina tau associada a microtabulos (Mapt), ¢ anormalmente
hiperfosforilada no cérebro de pacientes com DA, em comparacdo com individuos nao
dementes (Zempel & Mandelkow, 2014). A hiperfosforilagdo ocorre durante o curso da DA e
¢ conhecida por fundamentar a desorientagao da tau de uma reigdo axonal primaria para uma
regido somatodendritica nos neurdnios. Estima-se que essa alteracdo contribui ndo apenas para
a desregulacdo da dinamica dos microtubulos, mas também para polimerizacdo e agregagao da
proteina tau (Alonso et al., 2008; DeTure & Dickson, 2019) (Figura 3). Portanto, investigar os
mecanismos moleculares por trds das causas e consequéncias da hiperfosforilagao da tau pode
levar a uma melhor compreensao do papel da proteina na formagdo dos ENFs, e elucidar ainda

mais a conexao entre a deposi¢cdo de ENFs, a perda sinaptica e o déficit de memoria na DA.
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Figura 3: Desestruturacdo dos microtubulos e formagdo dos emaranhados neurofibrilares
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Legenda: Ilustragdo digital feita no software PowerPoint demonstrando a desestruturagdo dos microtibulos e
formacao dos emaranhados neurofibrilares. a) microtiibulos normais; b) proteina tau hiperfosforilada, devido a
um desequilibrio entre quinases e fosfatases; ¢) desprendimento das proteinas tau, provocando ruptura na
estrutura dos microtiibulos. Proteinas tau desprendidas se agregam e formam emaranhados neurofibrilares
intracelulares.

Fonte: o autor

Curiosamente, a formagao de ENFs e a perda de sinapses estdo associadas durante o
curso da DA, e cada um desses processos correlaciona-se com o declinio cognitivo,
demonstrando que essas lesdes na DA ocorrem de forma conectada e nao independente.
Evidéncias sugerem que os ENFs apresentam maior impacto sobre o declinio cognitivo do que

as PAs (Metaxas et al., 2016; DeTure et al., 2019).

Em 2011, o National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke; Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association Work Group (NINCDS-
ADRDA) atualizou os critérios NINCDS-ADRDA de 1984 (McKhann et al., 2011), visando
uma maior especificidade e sensibilidade no diagnostico da DA. Os critérios propostos incluem

a classificacdo da DA em trés categorias: possivel, provavel e definitiva (Quadro 1).

Como os sintomas clinicos da DA se sobrepdem aos de outras doengas do sistema

nervoso central (SNC), um paciente sob suspeita de apresentar DA deve ser submetido a uma
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gama de exames clinicos e laboratoriais, incluindo exames neuroldgicos, ressonancia magnética
(RM) do cranio, avaliacdo do histérico médico e familiar dos pacientes, dosagem de vitamina
B12, dentre outros (Neugroschl et al., 2011; Cho et al., 2018). A deficiéncia de vitamina B12
em especifico ¢ considerada uma causa reversivel de deméncia (Lauer et al., 2022), estando
associada a um aumento na producao de interleucina-6 e nos niveis do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (Evans et al., 2017). Ja foi evidenciado que a interleucina-6 ¢ capaz de induzir a
hiperfosforilacdo da proteina tau e a TNF-a favorece o acumulo de beta-amildide (BA) no
cérebro, através da regulacao positiva da B-secretase e aumento da atividade da y-secretase,
promovendo aumento na concentragdo de isoformas toxicas da proteina BA (Lauer et al., 2022).
De acordo com alguns estudos, niveis elevados de homocisteina também podem ser
considerados um marcador de deficiéncia de B12, que pode causar danos cerebrais por estresse
oxidativo, aumentando o influxo de calcio e a apoptose (Kinney et al., 2018). A aferi¢ao de
deficiéncia de B12 deve ser feita em caso de suspeita de DA, medindo-se o nivel da vitamina
no plasma, juntamente com hemograma completo e testes de niveis homocisteina no sangue
(Cho et al., 2018; Jatoi et al., 2020). Considerando as consequéncias no organismo, alguns
individuos com deficiéncia de vitamina B12 apresentam sintomas de deméncia similares a casos
de DA. Entretanto, na maioria dos casos, apds a normaliza¢do nos niveis da vitamina, 0s
sintomas regridem (Lauer ef al., 2022).

Quadro 1: Critérios do NINCDS-ADRDA para classificagdo dos pacientes com DA provavel,
possivel ou definitiva (continua)

Categorizacao da DA Principais Caracteristicas

Manifestagdo, apresentacdo ou curso clinico atipicos de
deméncia

Possivel Outra doenca capaz de produzir deméncia esta presente, mas
ndo ¢ considerada a causa primaria

Deméncia estabelecida por critérios clinicos

Deméncia confirmada por testes cognitivos

Déficit em dois ou mais dominios da cogni¢ao

Declinio progressivo da memoria e em outras fungdes
cognitivas

Consciéncia preservada

Manifestagao entre 40 ¢ 90 anos

Auséncia de outras doencas sistémicas ou cerebrais que
contribuam para os sintomas

Provavel
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Quadro 1: Critérios do NINCDS-ADRDA para classificagdo dos pacientes com DA provavel,
possivel ou definitiva (conclusdo)

Critérios Clinicos para DA provavel

Definitiva S . . . o
Diagnostico histopatoldgico por autopsia ou bidpsia

Fonte: McKhann e colaboradores (2011) com modificagdes.
Declinio Cognitivo Minimo

O Declinio Cognitivo Minimo (DCM) ¢ considerado um estagio intermediario entre o
envelhecimento normal e a deméncia (Petersen et al., 2018). Este estagio pode progredir para
a DA, sendo considerado um estagio prodromico da doenca (Prestia et al., 2013;
Jongsiriyanyong & Limpawattana, 2018), com uma taxa anual de progressao de

aproximadamente 5% a 17% (Ganguli ef al., 2013; Petersen et al., 2016; Li et al., 2016).

A prevaléncia de DCM em adultos acima de 60 anos ¢ de cerca de 6% a 25%. O risco
de desenvolvimento de DCM aumenta com a idade e ¢ inversamente proporcional ao nivel de
escolaridade (Langa et al., 2014, Cheng et al., 2017) A prevaléncia do DCM ¢ variavel, devido
as diferencas de diagnostico de DCM utilizadas na maioria dos estudos. Enquanto a prevaléncia

da DA ¢ maior em mulheres, 0o DCM ¢ mais prevalente em homens (Sohn et al., 2017).

Os critérios atuais de diagnéstico para DCM incluem: observacdo de alteragao na
cognic¢do, fun¢do cognitiva anormal em um ou mais dominios, atividades didrias normais e
auséncia de deméncia (Nelson et al., 2008; Petersen et al., 2018). Uma entrevista completa
sobre o historico do paciente com familiares ou pessoas proximas, a fim de detectar pistas do
quadro clinico ¢ fundamental para fazer o diagnéstico. Testes de triagem cognitiva como o Mini
Exame do Estado Mental (MEEM) s3o outra parte crucial para o diagnostico clinico de
pacientes com DCM (Shim ef al., 2017). Anteriormente, o DCM era definido concentrando-se
principalmente na perda de memoria, mas depois passou-se a incluir na sua definicdo o
comprometimento nao amnésico de dominio inico ou varios dominios cognitivos com ou sem

déficit de memoria (Petersen et al., 2018).

Alguns biomarcadores ja foram associados a progressao de DCM para DA. O mais
importante ¢ a presenca do alelo €4 no gene da Apolipoproteina E (APOE), de modo que
individuos com um unico alelo €4 t€ém um risco duas vezes maior de progredir para a DA,
enquanto que individuos com alelo €4 em homozigose tém risco quatro vezes maior de
progressao, em relagdo a individuos que ndo apresentam este alelo (Campbell et al., 2013).

Outras formas de avaliagdo da progressio de DCM para DA envolvem a utilizagao de:
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tomografia por emissdo de positrons (PET) com marcador de PAs, niveis anormais da proteina
tau no fluido cerebroespinhal (FCE), e PET positiva para deposi¢do de tau nas estruturas do

lobo temporal lateral (Li ef al., 2016; Cheng et al., 2017).
Abordagens terapéuticas

As abordagens farmacologicas disponiveis tanto para a DA como para o DCM
atualmente ndo sdo capazes de impedir a progressdo da doenga. Elas promovem apenas uma
melhora temporaria dos sintomas ao estimular o aumento de neurotransmissores. Recentemente,
um novo farmaco chamado aducanumab foi aprovado pelo Food and Drug Adminstration
(FDA) nos Estados Unidos, gerando grande expectativa no manejo de pacientes com DA
(Mullard, 2021). Esse farmaco seria utilizado para reduzir o acimulo de proteina BA no cérebro
e, dessa maneira, interferir no avanco da doenca, ao invés de apenas tratar os sintomas.
Entretanto, muitos cientistas afirmam que ndo hé evidéncias suficientes at¢ o momento para
considerar esse farmaco como uma terapia eficaz. Terapias ndo farmacologicas podem ser
aplicadas com o intuito de manter ou melhorar as fungdes cognitivas, habilidade de realizar as
tarefas do dia-a-dia ou melhorar a qualidade de vida em geral. Além disso, também sdo
utilizadas para reduzir sintomas comportamentais como a depressao, apatia, agitacao, disturbios
do sono e agressividade. Exemplos dessas abordagens incluem a arteterapia, terapia baseada
em atividade e treinamento de memoria. Assim como nas terapias farmacologicas, as terapias
ndo farmacologicas ndo evidenciaram alteragdes na progressao da doenga (Cummings et al.,
2019). Diante do exposto, a elucidagdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos tanto na DA,
como na progressao do DCM para a DA, bem como dos fatores de risco, sdo imprenscidiveis

para o desenvolvimento de novas terapias eficazes.
Fatores de risco na Doenca de Alzheimer

A DA ¢ uma doenga etiologicamente complexa, envolvendo multiplos fatores de risco
genéticos e ambientais, podendo se manifestar de forma precoce, em individuos com idade
inferior a 60 anos, tendo em sua maioria relagdo com heranga genética familiar, ¢ de forma
tardia, em individuos com idade superior a 60 anos (Dai ef al., 2017). Todavia, 99% dos casos
de DA se manifestam de forma tardia e tém natureza multifatorial, envolvendo multiplos fatores

genéticos, epigenéticos e ambientais, cada qual com pequenos efeitos aditivos.
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Fatores Genéticos

Os aspectos genéticos da DA diferem entre a forma familiar de inicio precoce e a de
inicio tardio. Casos raros de DA familiar de inicio precoce sao causados por variantes de alta
penetrancia em genes que codificam a proteina precursora amildide (4PP), presenilina 1

(PSENI) e presenilina 2 (PSEN2).

A APP, codificada pelo gene APP presente no cromossomo 21, ¢ uma proteina
transmembrana do tipo I clivada por a-, B- e y-secretases, gerando a proteina BA e outras
proteinas. Trinta variantes patogénicas foram relatadas no gene APP, das quais 25
demonstraram relacdo com a DA, causando acumulo de proteina BA em quantidades elevadas.
Todas as variantes patogénicas envolvem o local de clivagem das secretases. Além disso, uma
variante (p.Ala673Thr) protege contra a DA, reduzindo a secre¢ao de proteina A, BA40 e BA42
(Goate et al., 2017; Li et al., 2019). Em estudos in vivo com camundongos, as variantes
p-Lys670Met/ p.Asp671Leu demonstraram estar associadas a um aumento no nivel de PAs no
hipocampo e cortex, com auséncia de ENFs. As variantes p.Ala673Val, p.Asp678His,
p-Asp678Asn, p.Glu682Lys e p.Lys687Asn estao relacionadas a atrofia cortical, enquanto que
a variante p.Glu682Lys se mostrou associada a atrofia  hipocampal. Em
estudosneuropatologicos para a variantep. Ala673Val foi observada a presenca de ENFs, niveis
elevados de proteina BA, ativagdo de microglia e astrécitos, e perda neuronal, em comparagao
com o restante das variantes mencionadas, que ndo foram associadas a alteracdo na proteina A
intracelular, de acordo com os dados neuropatologicos (Bi et al., 2019; Li et al., 2019). Outras
variantes, como p.Thr714lle, p.Val715Ala, p.Val7l15Met, p.Val717lle, p.Val717Leu,
p.Leu723Pro, p.Lys724Asn e p.lle716Val, afetam o sitio de clivagem da vy-secretase,
provocando aumento nos niveis de BA40 e BA42, enquanto que a variante p.Glu693del ¢ uma
delecdo que promove o aumento da formagao de proteina BA neurotoxica (Dai et al., 2018;

Zhao et al., 2020).

Os genes PSENI e PSEN2 estdo localizados nos cromossomos 14 e 1, respectivamente.
Variantes no PSENI sdo mais comuns, com mais de 200 variantes patogé€nicas ja observadas,
enquanto que no PSEN2 foram observadas menos de 40 variantes patogénicas (Cai et al., 2015;
Lanoiselee et al., 2017). A PSEN1 ¢ uma das proteinas que faz parte do complexo y-secretase
e desempenha uma fungdo importante na producao da proteina BA a partir da APP. Variantes
patogénicas no gene PSENI aumentam a propor¢do de fA42/BA40 ao mesmo tempo que

diminuem os niveis de BA40. Em um estudo de inativacdo do PSENI em camundongos foi
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observado que as variantes p.Cys410Tyr e p.Leu435Phe aumentam a propor¢ao de fA42/BA40,
devido a uma redugdo significativa dos niveis de PA40 (Kelleher et al., 2017).

Em contraste, variantes no gene PSEN2 sdao mais raras ¢ desempenham um papel menor
na producdo da proteina PA. As variantes p.Asnl4llle, p.Thr122Pro, p.Met239Val e
p-Met2391le na PSEN2 causam um aumento significativo na atividade do complexo y-secretase
com elevacao dos niveis de BA42, enquanto outras variantes raras sao consideradas benignas

(Walker et al., 2005; Cai et al., 2015).

Dentre os fatores genéticos associados a forma tardia da DA, o alelo ¢4 do gene da
apolipoproteina E (4APOFE) foi o que mais foi reproduzido em diferentes populagcdes (Perkovic
& Pivac, 2019). A proteina APOE ¢ uma glicoproteina altamente expressa no figado, em
astrocitos e em algumas micréglias, atuando como um ligante de lipoproteinas como o
colesterol, que ¢ essencial para producdo de mielina e para as fun¢des cerebrais normais (Giau
et al., 2015). O gene APOE, localizado no cromossomo 19, gera trés isoformas proteicas:
ApoE2, ApoE3 e ApoE4, devido a variantes de nucleotideo unico (SNVs) em sua sequéncia
codificante. O alelo €4 do gene APOE ¢ considerado o maior fator de risco para o
desenvolvimento da DA esporadica em diferentes populacdes, quando comparado aos alelos €2
e €3, que estao associados a um menor risco e efeito protetor, respectivamente (Kim et al., 2009;
Breijyeh et al., 2020). O alelo 4 apresenta um papel importante em relagdo ao acumulo de
proteina BA, causando angiopatia amiloide cerebral, que ¢ um marcador conhecido da DA
(Husain et al., 2021). Além disso, ja foi observada associagdo do aleloe4 com risco maior de

lesdes vasculares, provocando uma patogénese semelhante a DA (Giau et al., 2015).

Embora os fatores genéticos relacionados a forma tardia da DA ndo sejam totalmente
claros, estudos com gémeos monozigdticos mostraram que a herdabilidade na DA ¢ de 60-80%
(Gatz et al., 2006), apontando para uma grande contribuicao de fatores genéticos, muitos deles
ainda ndo identificados ou ndo reproduzidos em diferentes populagdes. Nos ultimos anos, o
avango metodologico e a utilizacdo de coortes grandes de pacientes com DA tém possibilitado
a identificagdo de um grande quantitativo de variantes genéticas envolvidas na natureza
geneticamente complexa da DA de inicio tardio, através de sequenciamento massivo do DNA
e de estudos de associacdo genomica ampla. Recentemente, um amplo estudo desta natureza
identificou 75 loci envolvidos na DA. Andlises de enriquecimento de caminhos bioldgicos para
estes loci confirmaram o envolvimento de processos envolvendo as proteinas amildide/tau e

implicacdo da micréglia. Além disso, a priorizagao de genes nos novos loci identificou 31 genes
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sugestivos de estarem envolvidos em novos processos geneticamente associados, incluindo o
processo do fator de necrose tumoral alfa através do complexo de montagem de cadeia linear

de ubiquitina (Bellenguez et al., 2022).
Fatores Epigenéticos

O conhecimento sobre o envolvimento de fatores epigenéticos na DA ¢ crescente, sendo
a metilacdo e a desmetilagdo do DNA, os mecanismos mais estudados até o momento. Em um
estudo com camundongos, os niveis e a distribuicdo de 5-metilcitosina (5-mC) e de 5-
hidrometilcitosina (5-hmC) foram avaliados em vérias regides do cérebro durante o
envelhecimento do grupo selvagem e do grupo triplo transgénico, um modelo para a DA (3xTG-
AD). Uma redugdo global de 5-mC e um aumento de 5-hmC no cérebro de camundongos
3xTG-AD idosos foram observados, em comparagdo com o tipo selvagem (Cadena-del-Castillo
et al., 2014). Esses dados sugerem um estado anormal de uma cromatina mais permissiva,
podendo levar a um aumento nas modificacdes epigenéticas associadas a DA (Tecalco-Cruz et

al., 2020).

In vitro, a diminui¢ao dos niveis demetilagdo do DNA das células do hipocampo e do
cortex cerebral também ja foram observadas na DA. Neurdnios corticais de cérebros post
mortem com DA demonstraram niveis de 5-mC mais baixos do que nos de controles saudaveis.
Da mesma forma, baixos niveis de 5-mC foram observados no hipocampo, cortex cerebral e
cerebelo de pacientes com DA (Chouliaras et al., 2013; Condliffe et al., 2014). Além disso,
alguns elementos de manutencdo da metilagdo, como a DNAmetiltransferase 1 e a proteina
ligadora de metil 2 encontraram-se em menores concentragdes no hipocampo de cérebros de
portadores de DA, em contraste com controles saudaveis (Mastroeni ef al., 2010; Tecalco-Cruz
et al., 2020). Curiosamente, no trabalho de Mastroeni e colaboradores (2010) realizado com
gémeos monozigdticos, niveis normais de 5-mC foram encontrados nos neuronios, microglia,
e astrocitos do gémeo saudavel, mas nao no cérebro do gémeo com DA, demonstrando uma
reducdo na metilacdo do DNA em varios tipos de células no cérebro com DA (Mastroeni et al.,

2010).

Além da metilagdo/desmetilacdo do DNA, varios RNAs ndo codificantes estdo
envolvidos na diferenciacdo, conexdes e fun¢des dos neurdnios, bem como em processos
neurodegenerativos, participando de mecanismos de proteostase, disfuncdo mitocondrial,
apoptose e reducao do fator neurotréfico nos neurdnios e células gliais (Wu et al., 2020). Uma

injecdo intracerebroventricular de proteina BA 1-42 resultou em um padrao fenotipico de DA e
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desregulacdo de RNAs ndo codificantes na regido do hipocampo que incluiram microRNAs
(miRNAs) e RNAs longos ndo codificantes (IncRNAs) (Wang et al., 2018). Curiosamente,
alguns miRNAs foram considerados biomarcadores sanguineos para DA (Htike et al., 2019). A
expressao de varios miRNAs, tais como miRNA-29a, miRNA-29b e miRNA-29c, encontrou-
se reduzida com um aumento na expressdo de B-secretase 1 (BACE1), que ¢ essencial para
producdo da proteina BA. Essa desregulagdo foi detectada no cérebro e no sangue periférico de
pacientes com DA (Lei et al., 2015, Yang et al., 2015). Em contraste, niveis aumentados de
miRNA-7, miRNA-9-1, miRNA-23a/miRNA-27a, miRNA-34a, miRNA-125b-1, miRNA-
146a ¢ miRNA-155 foram observados em amostras de neocortex de DA post mortem, em
compara¢cdo com amostras de controles saudaveis (Pogue et al., 2018). Além disso, niveis
aumentados de miRNA-135a ¢ miRNA-384 e niveis diminuidos de miRNA-193b foram
observados no sangue de pacientes com DA, em comparagdo com controles saudaveis (Yang

etal., 2018).
Fatores Ambientais
Envelhecimento

O envelhecimento ¢ considerado por si s6 o fator de risco mais importante para a DA
tardia. Ele consiste em um processo complexo e irreversivel que envolve multiplos 6rgaos e
tecidos celulares, com reducao de volume e massa encefélica, perda de sinapses e alargamento
de ventriculos cerebrais em areas especificas acompanhados de deposicdo de PAs e ENFs
(Scheltens et al., 2021). Além disso, diversas condi¢des podem surgir durante o envelhecimento,
como o hipometabolismo da glicose, a qual ¢ de extrema relevancia para o metabolismo
cerebral, e sua alteracdo pode levar a disfuncdo da homeostase, disfun¢do mitocondrial,
depressdo e declinio cognitivo. Algumas dessas condi¢cdes também se apresentam no processo
de envelhecimento fisiologico natural, embora de forma mais branda, o que gera dificuldades
no reconhecimento de casos de DA de inicio precoce (Riedel et al., 2016; Hou et al., 2019).
Contudo, apenas o envelhecimento e os fatores genéticos ndo sdo suficientes para explicar todos
os casos de DA. Fatores de risco ambientais, incluindo polui¢do atmosférica, dieta, metais
pesados, infecgdes entre outros podem contribuir para o estresse oxidativo e inflamagdes,

aumentando o risco de desenvolvimento da DA (Wainana et al., 2014; Breijyeh et al., 2020).
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Poluicao atmosférica

Poluentes quimicos, fisicos e bioldgicos presentes na atmosfera ja foram associados com
doencas cardiovasculares e respiratorias, e recentemente, sua relacao com a DA foi evidenciada
(Croze et al., 2018). Seis poluentes foram definidos como ameaca para a satide humana de
acordo com os Padrdes Nacionais de Qualidade do Ar Ambiente dos EUA (NAAQSs) e incluem
0 ozonio (O?), 6xidos de nitrogénio (NOx), monoxido de carbono (CO), material particulado
(MP), dioxido de enxofre (SO?) e o chumbo. Estudos com animais e modelos celulares
demonstraram que a exposi¢do a altos niveis de poluicdo atmosférica pode resultar em danos
na mucosa olfatoria, no bulbo e também na regido do cortex frontal, similar ao observado em
casos de DA (Moulton et al., 2012). Em individuos expostos a polui¢ao atmosférica, existe uma
relagdo entre o estresse oxidativo, neuroinflamacao e neurodegeneragdo, com a presenga de
proteina tau hiperfosforilada e PAs na regido do cortex frontal. A poluicdo pode causar ainda
um aumento na formagado e acimulo de BA42, com consequente declinio na fungdo cognitiva

(Croze et al., 2018).
Metais

Os metais podem ser encontrados tanto na natureza quanto em organismos biologicos,
sendo divididos em biometais, os quais possuem fun¢ao bioldgica em organismos vivos (cobre,
zinco, ferro, etc.), e metais toxicos que ndo apresentam nenhuma fun¢do no organismo
(aluminio e chumbo). No organismo, o aluminio se liga a transferrinas presentes no plasma e
moléculas de citrato que podem mediar o transporte de aluminio até o cérebro. O aluminio se
acumula no coértex, hipocampo e em areas do cerebelo, nos quais interage com proteinas
causando desnaturacdo, acumulo e hiperfosforilagdo em proteinas como a tau, um dos marcos
da DA (Colomina et al., 2017). O chumbo compete pelo sitio ativo de biometais, como o célcio
e pode cruzar a barreira hematoencefalica (BHE) rapidamente, onde pode modificar a
diferenciagdo neuronal e sinaptogénese, causando danos severos. A exposi¢ao aguda ao
chumbo foi associada a DA, causando aumento na expressdo da B-secretase e acumulo de
proteina BA. Além dele, o cddmio sendo um metal soluvel, também consegue atravessar a BHE
e causar doengas neuroldgicas como a DA. fons de Cadmio estdo envolvidos no acimulo das

PAs e de proteinas tau hiperfosforiladas no cérebro (Huat et al., 2019).
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Infeccoes

Infecgdes cronicas no SNC podem provocar acumulo de PAs e ENFs, sendo também
consideradas fatores de risco para DA. Estudos evidenciaram a presenca do DNA do virus
herpes simples tipo 1 (HSV-1) em pacientes com o alelo €4 do APOE. O HSV-1 consegue se
replicar no cérebro, podendo gerar uma resposta inflamatéria e acumulo de proteina BA,
causando danos aos neuronios e desenvolvimento gradual da DA (Sochoka et al., 2017). Além
disso, também foi observado o impacto de infec¢des bacterianas cronicas em casos de DA como
a deméncia sifilitica, causada pela bactéria Treponema pallidum, que se acumula no cortex
cerebral, produzindo lesdes similares aquelas dos ENFs e gerando disturbios
neurodegenerativos graves. Infeccdes causadas por Chlamydia pneumonia também podem
contribuir para o desenvolvimento da DA pela ativacao de astrdcitos e microglias citotoxicas,
gerando desregulacdo de célcio e apoptose, além de declinio da fung@o cognitiva (Fulop et al.,

2018; Muzambi et al., 2019).
Dieta

Ao longo dos ultimos anos, o nimero de estudos que associam a nutricdo com a DA
vem aumentando. Diversos suplementos alimentares como antioxidantes, vitaminas e
polifenois foram tidos como elementos importantes na reducao do risco de desenvolvimento da
DA. Por outro lado, 4cidos graxos saturados e alto consumo caldrico foram associados com
aumento no risco de DA (Hu et al., 2013, Fernandez et al., 2018). O processamento de
alimentos causa degradacao de micronutrientes sensiveis ao calor (Vitamina C e folato), perda
de agua e formagao de produtos secundarios toxicos (produtos finais da glicacdo avangada,
AGEs). O efeito toxico das AGEs ¢ resultado da sua capacidade de induzir o estresse oxidativo
e inflamagdes, através de modifica¢des na estrutura de proteinas receptoras da superficie celular
(Abate et al., 2017). Diferentes estudos associaram niveis elevados de AGEs no sangue com
declinio cognitivo e progressao da DA. O receptor da AGE (RAGE) se encontra em diferentes
locais no organismo, inclusive em astrocitos e micrdglias, e sua super expressao foi observada
no cérebro de individuos com DA, onde atua como transportador e receptor de superficie celular
para proteina BA (Abate et al., 2017). A deficiéncia em nutrientes como folato, vitamina B12 e
vitamina D pode causar declinio na fun¢do cognitiva e o risco de desnutricio aumenta,
considerando que pacientes com DA tem dificuldades na alimentagdo e degluticdo (Koyama et

al., 2016).
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Doencas Cardiovasculares

Doengas cardiovasculares sao um importante fator de risco para o desenvolvimento da
DA, como o acidente vascular encefalico (AVE), que apresenta forte associagdo com o risco de
deméncia, devido a perda do tecido cerebral, aumentando o efeito neurodegenerativo e
influenciando a formagao das lesdes histopatologicas caracteristicas da DA. A fibrilagdo atrial
também pode causar embolias que levam a ocorréncia de AVEs, alteragdes na memoria e
declinios cognitivos (De Brujin ef al., 2014). Foi evidenciado que doenca arterial coronariana
(DAC), aterosclerose, doenga arterial periférica (DAP), hipoperfusdo e embolia estdo
relacionadas com aumento do risco de desenvolvimento da DA. Além disso, a hipertensao esta
associada ao espessamento das paredes dos vasos sanguineos e estreitamento do limen,
reduzindo o fluxo de sangue no cérebro e, em casos cronicos, causando edema cerebral com

alto risco de AVE e consequente aumento do risco de DA (Santos et al., 2017).
Obesidade e diabetes

O aumento de gordura corporal estd associado com menor fornecimento de sangue ao
cérebro, podendo levar a casos de isquemia cerebral, perda de memoria e deméncia vascular
(Alford et al., 2018). A obesidade, ma alimentacao e outros fatores podem causar alteragao na
tolerancia a glicose (TG) ou diabetes, que ¢ caracterizada por hiperglicemia afetando tecidos
periféricos e vasos sanguineos. A hiperglicemia cronica pode provocar declinio cognitivo
através do acimulo de BA, estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e neuroinflamacao
(Pegueroles et al., 2018). A inflamacao cerebral causa um aumento nas microglias e resulta em
uma reducdo na plasticidade sindptica e comprometimento da neurogénese. As microglias
podem afetar o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e bloquear a sinalizacdo intracelular
de insulina. Essa alteracdo na acdo da insulina pode resultar no acimulo de BA e reduzir a
degradacao da proteina tau hiperfosforilada associada a DA (Anjum et al., 2018, Lee et al.,

2018).
Microbiota

O eixo microbiota-intestino-cérebro forma um sistema de comunicagao bidirecionalque
¢ conectado por vias neurais, imunologicas, endocrinas e metabolicas (Jiang et al., 2017).
Estudos recentes sugerem que a microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na
modulagdo das fungdes intestinais e cerebrais (Sharon et al., 2016, Dinan et al., 2017). Disbiose

e alteragdes na composi¢do da microbiota intestinal contribuem para o desenvolvimento e
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progressdo de muitas doengas humanas e evidéncias recentes também fazem associacdo entre

essas alteragdes com o desenvolvimento da DA (Miyake et al., 2015; Xu et al., 2016).

Como o envelhecimento ¢ o fator de risco predominante para DA, alteragdes
relacionadas a idade podem desempenhar um papel potencial no desenvolvimento da doenca.
Foram observadas alteragdes na composicdo da microbiota intestinal em idosos, com uma
diminui¢do de grupos de bactérias consideradas benéficas, como Bacteroidetes, Lactobacillus
e Bifidobacteria (Woodmansey et al., 2007; Jiang et al., 2017). No entanto, outro estudo
mostrou que a razdo Firmicutes/Bacteroidetes sofre um aumento de 0,4 na infancia para 10,9
na idade adulta (25 a 45 anos) e uma diminuicdo para 0,6 em idosos (70 a 90 anos) (Mariat et
al., 2009) Mais recentemente, foi observado que um microbioma intestinal central,
compreendendo espécies das familias Bacteroidaceae, Lachnospiraceae € Ruminococcaceae,
esta presente no hospedeiro humano ao longo da vida, com redugdo na abundancia relativa de
forma cumulativa com avango da idade. Em particular, Coprococcus, Roseburia e Fae-
calibacterium foram correlacionados negativamente com a idade. Em contraste, Oscillospira
foi positivamente correlacionada com a idade, bem como dois membros subdominantes da
ordem Bacteroidales (Odoribacter e Butiricimonas) (Biagi et al., 2016) Embora esses achados
ndo sejam consistentes, as alteragdes na composi¢do da microbiota intestinal com diversidade
reduzida de organismos sdo importantes e podem ser influenciadas por diferentesdietas,
ambientes como hospitais, comunidades de reabilitacdo, asilos além de alteragdes causadas por
utilizagdo de antibidticos e probidticos (Perez Martinez et al., 2014; Zapata et al., 2015). O
envelhecimento estd associado a uma super estimulagdo de sistemas imunologicos inatos e
adaptativos, resultando em estados de inflamacao crénica de baixo grau que pode aumentar a
permeabilidade intestinal e translocagdo de bactérias (Jiang et al., 2017). Alguns grupos
especificos de bactérias como Bifidobacterium, Lactobacillus ou Faecal-ibacterium podem
modular a inflamagdo em nivel do epitélio intestinal. Foi evidenciado que altos niveis
plasmaticos de citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina-6,-8 (IL-6 e IL-8), em idosos
centenarios estavam correlacionados com um enriquecimento em Proteobacteria € uma
diminui¢ao em varios grupos de bactérias produtoras de butirato (Biagi et al., 2010). Além disso,
a abundancia de Bifidobacterium na microbiota de idosos correlacionou-se negativamente com
os niveis sanguineos de TNF-ae IL-10. Consequentemente, a composicao da microbiota pode
modular o processo inflamatorio. Somado a isto, durante o envelhecimento, a barreira

hematoencefalica (BHE) ¢ comprometida e isso pode influenciar ndo apenas na depuragao de
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BA do cérebro, mas também todo o processo de sinalizagdo envolvida na neuroinflamacgdo que

¢ observada na DA (Montagne et al., 2015; Erdo et al., 2016).
Metabolomica e Doenca de Alzheimer

A metabolomica ¢ um sistema relativamente recente de abordagens bioldgicas, através
do qual multiplas ferramentas sdao utilizadas para medir niveis de concentragdo de diversos
metabolitos presentes em amostras biologicas. Metabolitos sdo pequenas moléculas (<1,500Da)
envolvidas na maioria das fun¢des bioldgicas (Markley ef al., 2017). Mudangas entre os perfis
metabolicos podem refletir diferengas no background genético, modificacdes epigenéticas,
aspectos transcriptdmicos e protedmicos, dieta, estilo de vida, microbiota intestinal, estresse,
exposicao a patogenos, medicamentos, entre outros (Havelund ez al., 2017). Alguns estudos ja
associaram a ocorréncia de metabolitos alterados em individuos com DA a algumas vias
metabolicas como o metabolismo energético, atividade de neuromodul¢do e neuroprotecio,
metabolismo da metionina, modulagdo de proteinas e metabolismo de lipideos (Zhang et al.,
2015, Newman & Verdin, 2017, Tasca ef al., 2018, Magistretti & Allaman, 2018, Robinson e?
al., 2018). Portanto, a metabolomica tem grande importancia para a elucidacdo de fatores

etioldgicos relacionados a doencgas de natureza complexa, como ¢ o caso da DA (Figura 4).

Uma vantagem da metabolomica ¢ a capacidade de identificar alteragdes dinamicas,
quantitativas e qualitativas em uma grande quantidade de metabolitos, identificando alteragdes
em multiplas estruturas fisiologicas. Oliver e colaboradores (1998) foram os primeiros a utilizar
o termo metaboloma para enfatizar a importancia de medir alteragdes na concentracdo de
metabolitos como consequéncia de alteracdes na expressao génica. Inicialmente utilizada como
instrumento para andlises toxicoldgicas, a metabolomica vem crescendo em quantidade de
estudos que associam distirbios metabolicos ao desenvolvimento de diversas doencas. Em
sistemas bioldgicos, existem mecanismos regulatorios variados em diferentes sistemas dmicos
que podem alterar a producao e processamento de diversos metabolitos (Hampel et al., 2021)
As assinaturas metabolicas sdo individualmente Unicas e alteracdes destas assinaturas podem

sinalizar o desenvolvimento de doengas e seus mecanismos subjacentes (Wilkins et al., 2018).
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Figura 4: A metabolomica como cerne de outras ciéncias OMICAs
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Fonte: o autor

A metabolomica abrange diversas abordagens analiticas, como a metaboldmica dirigida,
ndo dirigida, lipidomica e fluxdmica (Charidemou et al., 2017, Triebl et al., 2017). A
metabolomica ndo dirigida mensura centenas de metabolitos com o objetivo de identificar
assinaturas metabolicas associadas a um estado doente ou a um fenotipo especifico. Essa
abordagem identifica alteragdes relativas nos metabolitos e € util em projetos de investigacao,
nos quais ndo se tem conhecimento prévio de quais vias metabolicas estdo afetadas. A
metabolomica dirigida promove medidas quantitativas de um grupo especifico de metabolitos
em uma via de interesse (glicdlise, ciclo do acido tricarboxilico, etc). A lipidomica estima
alteragcdes em perfis lipidicos e requer protocolos especializados para detec¢do e analise de
metabolitos insoltiveis em agua. A fluxdmica incorpora tracos de isoOtopos estaveis para
promover uma avaliagao dinamica de alteracdes metabolicas feitas em células in vivo. Na
maioria dos estudos, precursores do Carbono 13 (**C) sdo introduzidos em um sistema e podem
ser rastreados através de uma via metabolica pela medicao de diferentes isotopomeros de massa,

fornecendo maior entendimento do fluxo de uma rede metabolica especifica. Essas abordagens
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podem ser realizadas utilizando-se diversas amostras como células, tecidos e biofluidos

(Wilkins &Trushina, 2018).

Estima-se que o metaboloma humano contenha aproximadamente 150 mil ou mais
metabolitos (Markley et al., 2017). Atualmente, o Human Metabolome Database (HMDB)
contém mais de 100 mil registros de metabdlitos (Wishard et al., 2022). Embora uma boa parte
dos metabolitos humanos ainda seja desconhecida, esforgos significativos vém sendo
conduzidos para identifica-los. Devido a complexidade do metaboloma humano e a diversidade
da composic¢ao de amostras, diversas plataformas analiticas vém sendo utilizadas para detec¢ao
apropriada de cada grupo de metabdlitos. A espectrometria de massa (EM) e a ressonancia
magnética nuclear (RMN) sdo as duas plataformas comumente utilizadas para detecgao,

quantificagdo e caracterizacao de metabdlitos.
Espectrometria de Massa

A EM possui alta sensibilidade e capacidade de detec¢do ampla de metabdlitos. A
técnica de EM requer uma preparagdo de amostras mais elaborada. As amostras bioldgicas sao
separadas previamente a andlise, utilizando-se para isto diversas técnicas de cromatografia. A
cromatografia acoplada a EM possibilita uma analise multidimensional, fornecendo dados
relacionados a estrutura quimica, massa, distribuicao de iso6topos e deteccdo de moléculas nao
identificadas (Reveglia et al., 2021). A separa¢do das amostras aumenta o tempo de analise
envolvendo multiplas corridas para um grande grupo amostral, o que gera variagdes entre os
grupos de amostras, sendo um revés na aplicagao dessa técnica. Além disso, embora apresente
alta sensibilidade, aplicagdes paralelas das técnicas sdo necessarias para uma analise

aprofundada do metaboloma (Wilkins & Trushina, 2018).
Ressonancia Magnética Nuclear

A RMN ¢ uma técnica quantitativa ndo destrutiva que fornece informacdes detalhadas
de uma estrutura molecular. Embora tenha menor sensibilidade que a EM, a RMN oferece
diversas vantagens (Quadro2) (Fan & Lane, 2016). A RMN permite a quantificacdo de
diversos metabdlitos presentes em células, tecidos e biofluidos sem a necessidade de uma
preparacdo elaborada de amostras. Com essa técnica, ¢ possivel se identificar compostos com
massas idénticas, mesmo os que apresentam distribui¢cdes de isotopomeros diferentes, sendo
referéncia para identificacdo da estrutura de moléculas desconhecidas. Através da utilizagdo de

rétulos de isotopos estdveis, a RMN pode ser utilizada para elucidar a dindmica e os
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mecanismos das transformagdes metabolicas e explorar a compartimentalizagdo de vias
metabolicas. Além disso, tem vantagem quando se utiliza compostos dificeis de ionizar ou
requerem derivatizagao para EM (Markley et al., 2017).

Quadro 2: Caracteristicas das duas principais plataformas analiticas utilizadas na
metabolomica

Caracteristicas RMN EM

Custo da plataforma Alto Moderado

Analises Analise ndo dirigida Andlise Dirigida
Alta reprodutibilidade Analise Nao Dirigida

Reprodutibilidade moderada

Preparacio de amostras | Simples Preparacdo elaborada

Possivel utilizar diretamente o | Requer extracdo de metabdlicos
biofluido ou tecido Cromatografia de gas ¢é volatil e
Reutilizagdo de amostra requer derivatizacao

Cromatografia liquida pode formar

adutos
Sensibilidade Baixa amplitude (micromolar) Alta amplitude (Femtomolar)
Requer compostos protonados Detecta a maioria dos compostos
Detecta a maioria dos compostos | organicos
organicos Detecta alguns compostos
inorganicos
Medicdes Detecta todos os metabolitos em | Requer multiplas técnicas para

apenas uma corrida dentro da
amplitude
Grande quantidade de dados para

analise

Fonte: Wilkins & Trushina (2018) com modifica¢des

analise aprofundada
Maior amplitude para deteccdo de

metabolitos

Os nucleos mais estudados em estudos biomoleculares com RMN sio o 'H (préton), °C,
5N e 3!P. Destes, o 'H é o mais sensivel, seguido pelo >'P. O *'P & 1itil em estudos de energia
celular in vivo e ex vivo, enquanto o 'H RMN unidimensional (1D) é a abordagem mais utilizada
em analises metabolomicas. Os sinais obtidos podem ser salvos e analisados ou inseridos em
um padrdo de sinais de metabdlitos que se espera que estejam presentes na amostra. A RMN

com '3C obtém sinais que apresentam uma faixa de cobertura de 200 ppm comparado aos 10
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ppm de 'H, sendo melhor determinados, porém com menor sensibilidade. Os métodos
bidimensionais (2D) de RMN oferecem melhor abordagem para identificagdo ndo ambigua de
metabolitos em amostras. Esses métodos incluem a espectroscopia correlacionada (‘H - 'H
COSY), espectroscopia de correlagdo total (‘H -'"H TOCSY) e correlagdo heteronuclear
quantica simples (‘H — *CHSQC) (Markley et al., 2017).

Distirbios metabolicos s3o os primeiros sintomas detectados em pacientes
diagnosticados com DCM (Pagani et al., 2017). Essas evidéncias sugerem que o metabolismo
desempenha um papel crucial nos mecanismos iniciais de desenvolvimento da DA.
Dependendo do estagio da DA e de variacdes individuais (idade, sexo, etnia, etc.), as opgdes
terapéuticas podem variar e provavelmente serao feitas de forma complementar (Toledo et al.,
2017). Sendo assim, novas tecnologias vém sendo implementadas para analises de alteracdes
metabolicas associadas com estagios iniciais de doengas e podem agir como um instrumento

para se identificar biomarcadores que sirvam como ferramentas de diagndstico precoce.

A disponibilidade de biorepositérios como o Coriell Cell Repository e Alzheimer’s
Disease Neuroimaging Initiative (ADNI), que contém amostras de biofluidos e tecidos
celulares de controles saudaveis e pacientes com DA, tem propiciado uma oportunidade para o
avango na compreensao de mecanismos ¢ alteracdes metabolicas associadas a doenca ou a
alteragcdes individuais (sexo, idade, etnia, etc.). Sendo assim, estudos com abordagem
metabolomica poderiam aumentar a eficiéncia da medicina especializada. Além disso, como
grande parte das vias metabdlicas s3o bem conservadas entre as espécies, a aplicacdo de analises
metaboldmicas pode servir como uma 6tima ferramenta para transpor resultados experimentais

obtidos em modelos animais para humanos (Hampel ef al., 2021).

Em pacientes com DCM, alteragcdes metabolicas precoces foram associadas com uma
reduc¢do na utilizagdo de glicose no cérebro (Mosconi et al., 2008, Mosconi et al., 2013). Esse
hipometabolismo cerebral ocorre cerca de 20 anos antes da manifestacdo dos sintomas clinicos,
sugerindo que distirbios metabdlicos sdo um fator contributivo no desenvolvimento da DA
(Burke et al., 2016, Jack et al., 2018). Quando as fung¢des glicoliticas do cérebro sdo perturbadas,
mecanismos compensatorios utilizam fontes energéticas alternativas para mantear a homeostase.
Um estudo utilizando modelos animais associou a degeneracdo de tecidos cerebrais com a
ocorréncia de catabolismo de lipideos que compensava a reducdo de utilizacdo da glicose
(Klosinski et al., 2015). Em andlises de plasma e de liquor, assinaturas metabolicas unicas

foram associadas com alteragdes na homeostase energética em pacientes com DCM, que se
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tornavam mais acentuadas em pacientes com DA (Trushina et al., 2013, Wilkins et al., 2018).
Em pacientes com DCM, alteracdes de estruturas metabdlicas foram observadas em
comparacdo com individuos saudaveis, incluindo o metabolismo da lisina, ciclo do &cido
tricarboxilico (ATC), metabolismo lipidico e corpos cetonicos mitocondriais. Em pacientes
com DA, alteracdes metabodlicas em diversas estruturas relacionadas a neurotransmissao ¢ a
inflamacao foram detectadas em anélises de plasma e liquor, além das alteragdes na homeostase

energética que se mantiveram acentuadas (Trushina et al., 2013).

A evidéncia crescente de alteragdes nas estruturas metabodlicas em pacientes com DCM
e DA oferece uma oportunidade de maior compreensdo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da doenga, além de possibilitar a identificagdao de biomarcadores que sirvam
para um diagndstico precoce ou de possiveis alvos terapéuticos (Godyn et al., 2016).
Considerando os diversos fatores (genéticos e ndo genéticos) que podem contribuir para o risco
de desenvolvimento do DCM e da DA, a caracterizac¢ao de perfis metabdlicos nestas condi¢des
em nossa populagdo ¢ de grande importancia. No Brasil, dados de metabolomica de individuos
com DA sdo ainda escassos e para individuos com DCM essa caréncia ¢ ainda mais significativa,
devido a dificuldade de obtengdo de amostras desse grupo, ja que a maioria dos pacientes sO
procura ajuda médica quando o quadro demencial j4 esté instalado. Levando-se em conta a alta
diversidade étnica da populacdo do Rio de Janeiro, a identificacdo de biomarcadores
metabolicos circulantes em nossa populagdo, utilizando amostras ndo invasivas pode trazer

dados ainda desconhecidos.
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