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RESUMO

O envelhecimento € um fendmeno mundial ja estabelecido na América do Norte,
Europa e em franco crescimento em paises em ascencado econdmica como o
Brasil India e China. A doenca de Alzheimer é o tipo de deméncia mais
prevalente, cerca de 60% das deméncias sdo do tipo Alzheimer, o
desenvolvimento deste estudo em busca de elucidar sua patogénese das
deméncias levou os dados da doenca de Alzheimer como base de discussao. O
presente trabalho, teve como objetivo reconhecer dados epidemiologicos e
bioldgicos diretamente ligados a deméncia. Realizou-se a busca na comunidade
da grande vitoria, de idosos portadores ou ndo de perda cognitiva. A populacdo
foi dividida em dois grupos, controle (GC) e caso (SHAZ), de acordo com andlise
de dois testes preditivos de deméncia (MEEM e CDR). A partir de entéo, foram
analisados dados clinicos, buscando a prevaléncia de doencas cronicas, o
lipidograma de exames recentes dos individuos, um exame fisico de indices
preditivos de obesidade como peso, percentual de gordura, IMC, perimetria, forca
de preencdo manual e medida de capacidade funcional. Junto feita coleta de
sangue para andlises de DNA e presenca de polimorfismos dos genes ApoE,
ERS1 para receptor de estrogénio a e PONL1 (rs622 e rs705379). Os resultados
obtidos sugeriram que doencas cronicas como a dislipidemia e hipertensédo sao
fatores de risco no desenvolvimento de deméncia, bem como a idade. O IMC
pode ser considerado abaixo do padrdo para correlacionar com a doenca. Ja a
capacidade funcional é dependente direta do fator cognicdo e a atividade fisica
pode retardar o aparecimento da doenca. A presenca de fatores genéticos
ligados a fatores ambientais existem e prescisam ser ainda melhor elucidados. O
alelo E3 e E4 da ApoE sao alelos diretamente relacionados com a doenga e
sugere-se que sejam dependentes do fator idade e possiveis marcadores de
vulnerabilidade. A sinergia entre o alelo E4 de ApoE com os polimorfimos de ERa
(PP, pp) e PON 1(rs622-AA1 e rs705379- AG2 e GG2) podem ser sugeridos
como biomarcadores, aumentando entre 3,2 a 5 vezes mais as chances de
desenvolvimento da mesma, coeexistindo multiplos fatores que tem importancia
na patogénese desta doenca cada vez mais prevalente na populacdo idosa

mundial.

Palavras-chave: Deméncia, Doenca de Alzheimer, Funcionalidade, Apoproteina

E, Receptor de Estrogénio e Paroxosanase .



ABSTRACT

Aging is a global phenomenon already established in North America, Europe and
in steady growth in countries in economic growth such as Brazil India and China.
In Brazil, the changes occur in a radical and accelerated way. Alzheimer's disease
Is the most prevalent type of dementia, about 60% of dementias are Alzheimer's,
the development of studies seeking to elucidate its pathogenesis has gained wide
attention. The present study aimed to recognize epidemiological and biological
data directly linked to dementia to prospect for updated forms of diagnosis not
only by clinical signs that are more accessible and less invasive to the population.
A search was made in the community of the great victory, of elderly people with or
without cognitive loss. The population was divided into two groups, control (GC)
and case (SHAZ), according to analysis of two predictive dementia tests (MMSE
and CDR). From then on, clinical data were analyzed, searching for the
prevalence of chronic diseases, the lipidogram of recent examinations of the
individuals, a physical examination of predictive indexes of obesity as weight,
percentage of fat, BMI, perimetry, of functional capacity, together with blood
collection for DNA analysis and presence of polymorphisms of the genes ApoE,
ERS1 for estrogen receptor a and PON1 (rs622 and rs705379). The results
suggest that chronic diseases such as dyslipidemia and hypertension are risk
factors in the development of dementia as well as age. The weight and the
patterns of evaluation of obesity may have relation with the pathogenesis,
however in this work, its interrelation is not clear. BMI can be considered
substandard to correlate with disease. Functional capacity is dependent on the
cognition factor and physical activity may delay the onset of the disease. The
presence of genetic factors, linked to environmental factors exist and need to be
further elucidated. The ApoE E3 and E4 alleles are alleles directly related to the
disease and are suggested to be age dependent and biomarkers of vulnerability.
The synergism between the ApoE E4 allele with ERS1 polymorphisms (PP, pp)
and PON 1 (rs622-AA1 and rs 705379-AG2 and GG2) may be suggested as
biomarkers, increasing between 3.2 and 5 times the odds of its development,
coexisting multiple factors that have importance in the pathogenesis of this

disease more and more prevalent in the elderly population worldwide.

Key words: Dementia, Alzheimer's Disease, Functionality, Apoprotein E, Estrogen

Receptor and Paroxosanase |I.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento € um fenbmeno mundial ja estabelecido na América do
Norte, Europa e em franco crescimento em paises em ascencao econdmica
como o Brasil, Russia, Indonésia, India e China. As projecfes indicam que em
2050 “a populagao brasileira sera de 253 milhdes de habitantes, a quinta maior
populacdo do planeta, abaixo apenas da india, China, EUA e Indonésia”. Terdo
se passado menos de 40 anos entre 2005, quando a taxa de fecundidade total do
pais atingiu 2,1 filhos por mulher (nivel para se alcancar um crescimento
demografico sustentado nulo) e o periodo de crescimento verdadeiramente nulo
da populacdo brasileira. Segundo a ONU, em 2015 a populacdo mundial de
idosos com mais de 60 anos atingiu mais de 12,3%. No Brasil, no mesmo ano,
esta parcela € similar com 11,7% do contingente populacional e inferior a
apontada pelo IBGE de 14,3%.

O envelhecimento, a urbanizacdo, as mudancas sociais e econémicas e a
globalizacdo impactaram o modo de viver dos brasileiros. Como consequéncia,
tem crescido a prevaléncia das doencas cronicas, o que fortalece neste momento
a transicdo epidemiologica do Brasil. Dentre as condigbes crbnicas-
degenerativas que afligem esta “nova” populagdo, destaca-se a hipertenséo
arterial, o diabetes mellitus, a osteoporose, a obesidade, a aterosclerose e as
deméncias, em particular a doenca de Alzheimer tendo sido esta amplamente
discutida (BARRETO e DUARTE, 2012).

Em termos mundiais, sabe-se que as deméncias estdo entre as
enfermidades que mais afetam os idosos. Deméncia ou transtorno neurocognitivo
maior, se caracteriza pelo declinio progressivo em multiplos dominios cognitivos,
comprometendo as atividades sociais e ocupacionais do individuo acometido.
Dados (2003) mostram que a deméncia senil contribuiu com 11,2% dos Anos
Vividos com Incapacidade (AVI) em pessoas acima de 60 anos de idade. Este
valor é superior ao encontrado em outras doengas comuns nesta faixa etéria, tais
como o Acidente Vascular Cerebral (AVC), que correspondeu a 9,5% dos AVI),
as doencas musculoesqueléticas (8,9% dos AVI), as doencas cardiovasculares
(5,0% dos AVI) e todas as formas de cancer (2,4% dos AVIS) (estimativas da
OMS - Organizacdo Mundial da Saude) (WHO, 2003). Cumpre ressaltar que,
dentre os tipos de deméncia, a Doenca de Alzheimer (DA) é a mais prevalente e

importante.
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Visto que a DA € o tipo de deméncia mais prevalente, cerca de 60%, o

desenvolvimento de estudos em busca de elucidar sua patogénese. Os dados de
referéncia para esta pesquisa, portanto também se basearam nas discussoes
sobre a patogénese da DA.

O declinio cognitivo interfere na realizacdo de atividades sociais e
ocupacionais, evoluindo para a perda das capacidades funcionais (cuidado diario
pessoal, incluindo comer ou usar o banheiro) e da autonomia da populagéo idosa
com a evolugéo do estagio da enfermidade. A associagdo mundial de Alzheimer
identifica os sete estagios da doenca de Alzheimer, descritas assim:

Fase 1. Sem reducdo: Nao ha relatos por pare do idoso de perda de
mem©éria. Uma entrevista com um profissional médico ndo mostra qualquer
evidéncia de sintomas.

Fase 2: Muito leve declinio: O idoso aponta ter lapsos de memobria
esquecendo palavras familiares ou a localizacdo de objetos do cotidiano. No
entanto os sintomas ndo podem ser detectados durante um exame médico ou por
amigos, familiares ou colegas de trabalho.

Fase 3. queda leve: amigos, familiares ou colegas de trabalho comecam a
notar dificuldades. Durante uma entrevista clinica detalhada, os médicos podem
ser capazes de detectar problemas na memaria ou concentracao.

Fase 4: declinio moderado (estagio leve ou precoce): Neste ponto, uma
entrevista clinica cuidadosa deve ser capaz de detectar claros problemas, tais
como o esquecimento de acontecimentos recentes.

Fase 5: declinio moderadamente grave (moderada ou meados de-estagio):
lacunas na memoria e pensamento sdo perceptiveis, e os idosos comecam a
precisar de ajuda com o dia-a-dia.

Fase 6: declinio grave (moderadamente grave ou meados de-estagio):
Memoaria continua a piorar, alteracfes de personalidade podem ter lugar e 0s
idosos precisam de ajuda extensiva com atividades diarias.

Fase 7: declinio muito grave (estagio grave ou final): No estagio final da
doenca, os individuos perdem a capacidade de responder ao seu ambiente, para
manter uma conversa e, eventualmente, para controlar o movimento. Podem
ainda dizer palavras ou frases. Nesta fase, os individuos precisam de ajuda com
grande parte de seu cuidado diario pessoal, incluindo comer ou usar o banheiro.
Eles também podem perder a capacidade de sorrir, de se sentar sem apoio e
para manter a cabeca erguida adotam postura flexora de seus membros e tronco

e a degluticao é prejudicada.
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A preservacao da autonomia e da independéncia €, hoje, considerada um
aspecto fundamental na avaliacdo de saude de idosos, sendo marcador de
longevidade. A perda cognitiva tras inumeros problemas de ordem funcional e
social, dentre eles a desocialiacdo, o défcit funcional, que gera uma série de
incapacidades, tanto fisica como psicosociais para gerir sua propra vida, também
gera reclusdo social, inaptiddo para o trabalho laboral e isso desencadeia um
custo financeiro execessivo para os cofres publicos (GUTIERREZ BAO et al,
2014).

O diagnaostico clinico da doenca de Alzheimer e de outras deméncias, que
cursam com intensa perda cognitiva, se baseia na observacao do quadro clinico.
Na pratica clinica, muitos transtornos neurocognitivos apresentam semelhancas
ou sobreposicao de sintomas, dificultando o diagndstico clinico diferencial. Nesse
cenario, estudos genéticos e bioquimicos tornam-se importantes para a
descoberta de marcadores que auxiliem o diagndstico diferencial entre as
deméncias. A presenca de biomarcadores, baseado em alteracfes genéticas,
compreendem um dos campos mais promissores para o desenvolvimento do
diagnéstico precoce das deméncias, e estudos tem envolvido a interacdo de
polimorfismos nas explicacbes de sua causa. Os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) s&o a forma mais frequente de variacdo na sequéncia de DNA
encontrada no genoma humano (TAILON-MILLER et al., 1999) e podem ser
definidos como regides pontuais do DNA, onde a base nucleotidica seja variavel
na populacdo. Os SNPs vém ganhando grande popularidade nos ultimos anos
como um importante marcador utilizado nas pesquisas de doencas genéticas
complexas. De acordo com modelos tedricos, se forem estudados os genotipos
de um grupo de individuos portadores de uma determinada doenca e 0s
genotipos de um grupo controle, serd observado que certos genotipos estarao
consistentemente associados com aqueles individuos afetados, indicando um

possivel gene candidato para a doenca em questdo (BOCCARDI. M, et al.2017).
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Pensando nestes fatores e no grande avanco nos quadros de perda
cognitiva e deméncias instaladas e no apoio genético para validacdo de teorias e
processos terapéuticos como resultado final, esta tese vem unir os fatores
clinicos usualmente observados para disgnosticar a DA, indices preditivos de
outras doencas cronico-degenerativas comuns, como obesidade, arterioesclerose
e HAS e a analise genética. Como ainda ndo h& consenso entre as relagdes dos
genes, realmente causadores do processo demencial, houve entdo a escolha
nesta tese, por explorar trés frentes tedricas que sdo discutidas nos debates
sobre fatores causadores de deméncia. Ha teorias envolvendo genes ligados as
microangiopatias e a formacao de placas de gordura e tecido fibroso nas paredes
internas das artérias. H4, também, hipéteses de mutacées em genes ligados a
produgédo e funcionamento hormonal feminino e ainda resultados ligados aos
polimorfismos do gene ApoE, sendo este, 0 mais amplamente discutido e
sedimentado de resultados LAWS et al., 2003. Por este fato, foi escolhido estudar
os polimorfismos vistos no gene da ApoE e chama-los de “genes balizadores de
resultados”, a fim de discutir sua influéncia no processo doenga, bem como sua
sinergia com outros genes citados nas outras frentes tedricas sugerindo serem
consciderados dados preditivos de perdas cognitivas, que se detectados e bem
acompanhados precocemente, auxiliardo em um processo diagnéstico mais

assertivo e um melhor progndstico para a doenga.



19

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Disturbios Cognitivos em Idosos e a Doencga de Alzheimer

O envelhecimento é caracterizado por mudancas fisiologicas, bioquimicas e
declinio das fun¢cdes motoras e cognitivas (TROPIERE, 2012). Devido a essas
alteracbes, a capacidade de realizar atividades diarias torna-se limitada,
propiciando uma dependéncia funcional, afetando na qualidade de vida desses
idosos (PRINCE, 2013).

A Organizagao Mundial de Saude assegura que a qualidade de vida é “a
percepcao do individuo sobre sua posi¢éo na vida, dentro do contexto de cultura
e sistema de valores nos quais o individuo vive, isso em relacédo as suas metas,
expectativas e padrdes sociais” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

De acordo com a Associacdo Médica Brasileira e Conselho Federal de
Medicina, a deméncia pode ser definida como o comprometimento adquirido da
mem©éria associado a um prejuizo em pelo menos uma das outras funcdes
cognitivas da linguagem, gnosias, praxias ou funcdes executivas, que interferem
na capacidade funcional, desempenho social ou profissional do individuo
(RAMOS 2009).

Durante o processo de envelhecimento, 15% das pessoas desenvolvem
inicialmente incapacidade cognitiva progressiva. Desse total, mais ou menos 5%
das pessoas acima de 65 anos e 20% acima de 80 desenvolvem deméncia de
grau moderado a grave. Portanto, todas as iniciativas de promoc¢ao de saude, de
assisténcia e de reabilitacdo em salde devem ter como meta aprimorar, manter
ou recuperar a capacidade funcional do individuo pelo maior tempo possivel,
valorizar a autonomia e a independéncia fisica e mental, excedendo um simples

diagnéstico e tratamento de doencas especificas (ASSIS et al., 2017).

Essas alteracdes cognitivas podem se agravar ao longo do tempo e séo
divididas em fases. A mais precoce € o Declinio Cognitivo Leve. A perda de
memoria € o sintoma mais citado e que muitas vezes nao € valorizado pelos
médicos, pois sdo comuns na populagédo idosa e devido a isso, podem estar
associadas ao proprio envelhecimento (TRAYKOV et al.,, 2007; DEARY et al.,
2009). Ocorre o0 esquecimento de nomes préprios e de locais, inicialmente, mas
ainda ha o convivio social. Progressivamente essa dificuldade de meméria se

agrava, tornando o idoso incapaz de realizar suas tarefas diarias (REISBERG et



20
al., 1982).

Na segunda fase, o Declinio Cognitivo Moderado, o paciente perde sua
autonomia, sente dificuldade de contar sua historia pessoal e a capacidade de
aprendizagem declina, contudo ainda reconhece rostos e locais familiares
(REISBERG et al., 1982).

Declinio cognitivo Grave divide-se em trés fases clinicas. No inicio do
estado demencial, a pessoa fica desorientada em tempo e espaco, apresenta
apraxias graves, dificultando realizar tarefas, como vestir-se. No estado de
deméncia média, perde sua autonomia completamente. Fica incapaz de se
alimentar e se torna incontinente. A memoria e a inteligéncia declinam
gravemente. A personalidade muda e o paciente apresenta quadros de ilusdes,
obsessbes, ansiedades e alteracdes de humor. E a deméncia profunda, que o
paciente perde a capacidade da fala, e o comportamento torna-se incoerente
(DEARY et al., 2009).

Existem diferentes tipos de deméncias, tais como, as deméncias infecciosas
(Complexo Aids-deméncia, Neurossifilis, Encefalite herpética, Neurocisticercose,
Alcoolismo, Sindrome de WernickeKorsakoff, Doenca de Creutzfeldt-Jakob), as
deméncias reversiveis como Hidrocefalia de pressdo normal, Pelagra, Deficiéncia
de vitamina B12, Hipotireoidismo e depressdo que sao causas raras de
deméncia. O tratamento adequado pode reverter o declinio cognitivo e por isso o
diagnéstico tem papel fundamental e de grande relevancia nesses quadros

demenciais.

Outra categoria sdo as deméncias irreversiveis (Doenca de Alzheimer,
deméncia vascular, mista, por corpusculos de Lewy, frontotemporal e Doenca de
Huntington) que apresenta inicio insidioso e declinio progressivo, com maior

indice entre a populacdo em todo o mundo (GALLUCCI et al., 2005).

Segundo achados literarios e discussdes clinicas, a populagdo idosa
apresenta duas formas mais frequente de deméncia: a doenca de Alzheimer (DA)
responsavel por 60% dos casos e a deméncia vascular (DV) (LOGIUDICE;
HERRERA et al., 2002).

A DA é clinicamente diagnosticada através de observacdes que incluem a
perda de memoaria, o declinio cognitivo e os déficits nas habilidades motoras dos
individuos afetados (WELSH et al., 1992).
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Estagios tardios da doenca séo caracterizados por deméncia e paranoia.

Entretanto, o diagndstico definivo da DA somente é obtido quando sé&o
identificadas estruturas histopatoldgicas presentes no parénquima cerebral que
incluem depdsitos fibrilares amiloidais localizados nas paredes dos vasos
sangiineos, associados a uma variedade de diferentes tipos de placas senis,
acumulo de filamentos anormais da proteina Tau e consequente formacdo de
novelos neurofibrilares (ENF), perda neuronal e sindptica, ativacdo da glia e
inflamacéo, a termo da autopsia no cérebro do paciente ja falecido (SERENIKE
2008).

As placas senis sao depositos extracelulares compostos de um pequeno
peptideo conhecido como beta-amildide (BA), que é formado pela clivagem da
proteina precursora amildide (PPA) e se acumula no tecido cerebral do
acometido pela doenca. J4 os ENF sédo acumulos intracelulares de proteina Tau
que esté ligada aos microtubulos das células nervosas. A proteina Tau encontra-
se hiperfosforilada na DA o que leva a formacdo de filamentos helicoidais
pareados e, consequentemente, aos emaranhados (Figura 1) (GRUNDKE-IQBAL
et al., 1986a

Plaques

Tangles

Figura 1: Placas (plaques) e emaranhados neurofibrilares (tangles) no cortex cerebral em
pacientes com Doenca de Alzheimer. As placas s@o constituidas de depdsitos de Beta Amil6ide
rodeadas por neuritos distréficos, astrocitos reativos e micréglia, enquanto o emaranhado é um
agregado intracelular composto de uma forma hiperfosforilada da proteina Tau associada a
microtlbulos. Os astrécitos reativos participam de varios mecanismos apos lesdes do Sistema
Nervoso Central e Periférico, 0os quais incluem neuroprotecdo, brotamento neuronal,
neurotransmisséo e dor neuropética (BLENNOW, DE LEON & ZETTERBERG, 2006)
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2.2 Fatores derisco para o desenvolvimento de deméncias baseado
nos achados descritos paraDoencade Alzheimer.

Estudos epidemioldgicos tém sugerido um variado numero de fatores que
contribuem para o aparecimento desta doenca (ARTIGA et al., 1998a), os varios
fatores discutidos possuem componentes ambientais e genéticos que
frequentemente interagem para manifestar esta complexa doenca. Os fatores de
risco ndo genéticos para DA incluem idade, género, sedentarismo, obesidade,
hipertensdo da meia idade e diabetes mellitus (MITISURU et al, 2014). A idade,
contudo, ainda é o fator de risco de maior significancia. Estima-se que
aproximadamente 3% dos homens e mulheres entre 65 e 74 anos possuem a
doenca e que metade de todos os individuos com mais de 85 anos estejam em
alguma fase da DA (KATZMAN, 1993). As mulheres sdo mais afetadas pela DA
do que os homens e adicionalmente possuem um risco acumulativo aumentado
para o aparecimento da doenca ao longo da idade (ANDERSEN et al., 1999;
VON STRAUSS et al., 1999).

O grau de escolaridade e a atividade cerebral continua sao fatores
protetores, por razdes ainda ndo tdo bem elucidadas (QIU et al.,, 2001,
SNOWDON, OSTWALD, & KANE, 1989). Corroborando com tais informagdes, a
analise de nossa amostra parece estar de acordo com os achados literarios como
mostra o gréafico 1, que expressa o nivel de escolaridade destes individuos. A

maioria apresenta apenas o ensino fundamental completo.

ESCOLARIDADE

HMA MEF MEM HMES

1%

Gréfico 1: Mostra a escolaridade da populagdo estudada onde A corresponde aos individuos
analfabetos, EF aos individuos com ensino fundamental completo , EM aos individuos com ensino
médio completo e ES aos individuos com ensino superior completo.
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Estudos recentes (KIVIPELTO et al., 2012; PAPPOLLA et al.,, 2013)
sugerem que o metabolismo do colesterol e triglicérides possuem um papel
chave na Doenca de Alzheimer. Este achado, no cérebro de pacientes com DA,
sugere que a modulacdo dos niveis de colesterol pode ser importante na
patogénese da Doenca de Alzheimer (MITISURU et al., 2014).

Uma meta-analise recente mostrou que a obesidade aumenta o risco de
DA-hazard ratio (HR) 1,80, IC 95% 1,00-3,29; (BEYDOUN et al., 2008). Além
disso, observou-se que a obesidade na meia idade esta associada a um risco
aumentado de alguns tipos de déficit cognitivo.

Artigos relatam que a hipertensdo na meia idade € um risco para DA
(SKOOG et al., 1996; LAUNER et al., 2000). Isso também € apoiado por estudos
clinicos recentes, que mostram que a terapia de reducdo da pressao arterial
pode reduzir o risco de DA ou deméncia (LAUNER et al., 2010; LI et al., 2010b).

Além de fatores ligados ao acumulo de doencas crénicas e maus habitos de
vida, estudos tem demonstrado que fatores ligados a motricidade como
capacidade de locomocéo e a medida de forga podem ser marcadores clinicos de
instalacéo e progressédo da doenca.

Em um estudo de HOOGHIEMSTRA et al.,2017, mostraram que a
velocidade da marcha mais lenta e a medida de forga manual, estavam
relacionadas a uma pior atencao inicial, memoria, velocidade de processamento
da informagéo e fluéncia verbal. Outro estudo recente (CAMARGO et al.,2016)
mostrou que a caminhada lenta e a a perda de forca manual foram associadas a
um aumento de mais de 2,5 vezes no risco de DA.

A preensdo manual também foi associada a um risco aumentado de
acidente vascular cerebral (HR 1,74, IC 95%: 1,12-2,70 / SDU, p = 0,01) em
pessoas = 65 anos. Ambas as medidas foram associadas a menor volume total
de cérebro e menor desempenho em testes de memoria visual, linguagem,
funcdo executiva e funcao visuoperceptual. A marcha mais lenta também estava
relacionada a memoaria verbal mais pobre e ao punho mais fraco para uma menor
abstracdo. Isso reforca a importdncia de estudos que também estejam
concentrados neste tipo de avaliagdo, quando é pensada a questdo de padrao
diagnostico para deméncia.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hooghiemstra%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28177065
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2.3 Presenca de Disturbios Cognitivos associados a Funcionalidade do

Individuo ldoso

A presenca de comorbidades mobiliza o olhar para um processo de
dependéncia fisica desta populacdo, em atividades ditas basicas de vida diaria
(AVDs), como banhar-se, alimentar-se, vestir-se e locomomover-se, bem como
as instrumentais de vida diaria (AIVDs) que d& condicao ao individuo de gerir
sua propria vida, como movimentar suas financas, preparar sua propria refeicao
e medicar-se. A presenca de doencas subclinicas e ou a manutencdo de maus
hébitos de vida, como sedentarismo, etilismo, tabagismo e m& alimentacao,
podem comprometer gravemente um envelhecimento bem sucedido, levando a
um declinio funcional importante (AZEREDO et al., 2003).

Com o avanco da idade, a preocupacdo em ciéncia para saude deve estar
voltada a busca por um envelhecimento denominado de “bem sucedido”, ou
seja, um individuo produtivo e economicamnte viavel com reducdo de suas
limitacGes fisicas e com garantia de participacao social ativa (FUENTES et al.,
2014).

A perda cognitiva provoca dentre outros processos, um prejuizo
progressivo da manutencao da independéncia funcional do individuo. Uma das
principais manifestacbes clinicas ja discutida anteriormente € a perda
progressiva da memoria, que leva a implicagbes funcionais no cotidiano do
idoso. Inicialmente os problemas imperam nas atividades mais complexas, como
as AIVDs e com o avancar da doenca o idoso passa a apresentar dificuldades
na realizacdo das atividades bésicas (AVDs) acentuando a necessidade de
supervisao diaria por familiares ou cuidadores. Por fim ha perda da capacidade
funcional total, onde ha dependéncia de terceiros para a manutencédo de seus
cuidados e sobrevivéncia ( HAJJAR et al 2016; HOOGYIEMSTRA et al., 2017).

Em quadros deménciais como na doenca de Alzheimer, as perdas
funcionais ocorrem pela presenca de alteracdes cognitivas, como a disfungao
executiva e as apraxias, que interferem no planejamento e elaboracdo das
atividades, no sequenciamento do movimento, na identificacdo de tarefas
associadas e nas correcbfes necessarias, bem como na execucdo motora

prépriamente dita da atividade.
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Estes deficits sdo os que mais interferem na capacidade funcional do idoso
doente. Alem disso, as altera¢cdes comportamentais também interferem de forma
substancial nas atividades funcionais, ja que os idosos confusos apresentam
delirios, alucinacdes visuais, agitacdes e agressividade ou ainda, um quadro de
apatia e depressdo que os impedem de engajar-se na realizacdo da atividade
funcional por falta de atencédo, colaboracdo, de planejamento e de interesse
(FATI et al., 2002 ; BUCHTMAN et al.,2007).

2.4 Aspectos Genéticos Associados a Patogénese das Deméncias
baseado nos achados descritos paraDoencade Alzheimer.

Ha tempos é reconhecido que as deméncias principalmente a do tipo
Alzheimer (tipo de deméncia foco do embasamento téorico deste estudo), podem
ocorrer com maior freqiéncia em algumas familias. Esta observacéo, apesar de
nao excluir a importancia dos fatores ambientais, constitui um dos primeiros
indicios de que fatores genéticos pudessem ter influéncia no desenvolvimento da
doenca. Em contraste encontramos protocolos diagndsticos estritamente clinicos,
com métodos usualmente utilizados para avaliacdo do risco baseado em fatores
epidemiologicos tradicionais (testes de funcionalidade cognitiva, testes de
funcionalidade motora, fumo, hipertensdo, sedentarismo, obesidade, histéria
familiar, diabetes etc.).

Pensando nas questdes de envolvimento genético, o encontro de alteracées
de DNA, caracteristicos de individuos portadores de deméncia, poderia fornecer
marcadores biolégicos importantes, que envolveria futuramente um cuidado
progndéstico maior. O encontro de marcadores vem sendo o0 alvo de numerosos
grupos internacionais e na pesquisa recente, a procura especifica por mutacées
genéticas tem muitas vantagens e tem sido amplamente discutida no meio
ciéntifico (LAWS et al., 2003).
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2.4.1 A Apoproteina E (ApoE) e a Doenca de Alzheimer

A DA de inicio precoce foi associada, até o momento, a mutacdes em
genes que codificam para a proteina precursora da b-amildide (APP: b-amyloid
precursor protein- 21g21.3), presenilina 1 (PSEN1: presenilin 1- 14q24.3) e
presenilina 2 (PSEN2: presenilin 2 - 19g31g42). As muta¢cbes nesses genes sao
responsaveis por aproximadamente 40% dos casos de DA com inicio precoce
(TANZI e BERTRAN, 2001). Porém, a DA de inicio precoce foge do padrao da
doenca, em que cerca de 95% dos casos ocorrem com inicio tardio. Nestes
casos, 0 espectro de mutacdes é distinto. Até o momento, apenas o alelo E4 do
gene ApoE (19913.2) mostrou uma associacao consistente com a DA em varios
estudos independentes.

A ApoE é uma glicoproteina com 317 aminoacidos e é uma das principais
proteinas presentes no plasma humano, para onde € exportada apos sua
sintese no figado (LIN et al., 1986; ELSHOURBAGY et al., 1985), além de ser a
principal apolipoproteina encontrada no cérebro. No plasma, a ApoE é o
principal componente das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e de
um grupo de lipoproteinas de alta densidade (HDL), envolvida na redistribuicéo
de triglicerideos e colesterol em diferentes tecidos (MENSENKAMP et al., 1999;
ASHFORD et al, 2004).

A identificacdo da variante E4 do gene ApoE, como o fator genético de
risco mais comum para a DA de inicio tardio, sugere que o colesterol pode ter
um papel direto na patogénese da doenga. O alelo ApoE-E4 aumenta o acimulo
de placas senis em pacientes com AD, bem como em pessoas cognitivamente
normais (REIMAN et al.,, 2009; MORRIS et al., 2010). A ApoE é um
transportador de colesterol importante que suporta o transporte de lipidios e
reparacao de lesdes no cérebro. O gene da apolipoproteina E (ApoE) humano
esta localizado dentro do loco RELB no brago longo do cromossomo 19
(19913.2) (OLAISEN et al.,, 1982; DAS et al., 1985; PAIK et al.,, 1985)
possuindo 4 éxons (HAGBERG et al., 2000) distribuidos ao longo de 6740
nucleotideos no genoma humano. Retirando se os introns sobram penas
1156 pares de bases que compdéem o mMRNA que sera transcrito, responsavel

pela traducdo de 3 isoformas da proteina (OJOPI et al., 2004).
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Em humanos existem trés alelos principais do gene ApoE, chamados de
E2, E3 e E4. As isoformas proteicas produzidas por esses alelos diferem na
composi¢do de aminoécidos nas posi¢cfes 112 e/ou 158 e, deste modo, tem-se
E2 (ApoE2: Cys 112, Cys 158), E3 (ApoE3: Cys 112, Arg 158), a qual é a
forma mais comum, e E4 (ApoE4: Arg 112, Arg 158).(figura 2)

112 158
APOE €2 TGCAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCA. . .. .. GACCTGCAGAAGT GCCTGGCAGTGTACC
APOE €3 TGGAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCA. . .. .. GACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTACC
APOE g4 TGGAGGACGTGCGCGGCCGCCTGGTGCA. . .. .. GACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTACC
APOE ¢4 Arg Arg
APOE €3 Cys Axrg
APOE €2 Cys Cys

19p1341

19p13.3
—%V
IN
199132 —l

19p1342

Figura 2. Apresentacéo das Isoformas da ApoE. Fonte: OJOPI et al., 2004.

Os alelos polimorficos ApoE séo os principais determinantes genéticos do
risco da doenca de Alzheimer (DA) Segundo CARDOSO et al, 2012 os
individuos que transportam o alelo E4 apresentam risco aumentado de DA
comparado com aqueles que apresentam o alelo E3 mais comum, enquanto que
o alelo E2 diminui o risco. A presenca do alelo E4 de ApoE também esta
associada ao aumento do risco de angiopatia amiloide cerebral e declinio
cognitivo relacionado a idade durante o envelhecimento normal. As lipoproteinas
de ApoE ligam-se a varios receptores de superficie celular para libertar lipidios e
também ao péptido de amiléide-B (AB) hidrofébico, que se pensa para iniciar
eventos toxicos que levam a disfuncao singptica e neurodegeneragdo na DA. As
isoformas de ApoE regulam diferencialmente a agregacado e depuracédo de AR
no cérebro, e tém funcdes distintas na regulacdo do transporte de lipidios

cerebrais, metabolismo da glicose, sinalizacdo neuronal, neuroinflamacéo e
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funcdo mitocondrial.

A versdo E4 (encontrada 13,7% na populacdo geral) € a que aumenta o
risco em 20% para uma pessoa que tenha zero copias de E4 a 91% de risco em
uma pessoa com duas coOpias ApoE4. Quanto mais copiado de E4, maior a
probabilidade do desenvolvimento da doenca de Alzheimer mais precocemente,

sendo considerado risco absoluto (RODRIGUEZ et al.,2014) como mostra a

figura 3.
a Receptor binding Lipid binding
1 . 136 15015 06 244 272 199
NH2 ' : | coom
.. Helix 1 Helix 2 Helix 3 Helix 4
ApoE2 Protective rge
) Isoform-specifi
. amino :rl.ir:dsi?::rt':cc Allele frequency
112 158 General AD
ApoE3 Neutral APOEZ Cys Cys 84% 39%
APOE3 Cys Arg 779% 594%
APOE4 Arg Arg 13.7% 36.7%
: b
ApoE4 Deleterious _ APOE4

Non-carrier Heterozygous Homozygous
AD frequency 20% 47 % 91%

Mean age of
clinical onset

84-yr 76-yr 68-yr

Figura 3. Distribuicdo e a¢bes das isoformas de ApoE relacionados a prevaléncia de DA. Fonte:
RODRIGUEZ et al.,2014.

Outro polimorfismo tem sido associado a ligado a doenca de Alzheimer.
Visto que a prevaléncia da doenca € maior em mulheres, a p6s-menopausa tem
sido relacionada a disturbios cognitivos e afetivos e ao aumento do risco de DA
(BECKMANN et al,.1997 e HENDERSON et al.,1994).Curiosamente, a
distribuicdo regional dos receptores de estrogénio (ERs) dentro do cérebro é

surpreendentemente semelhante a geografia da patologia do cérebro de tipo
Alzheimer (ALLERAND et al.,1992 e MC EWEN et al.,1999).
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2.4.2 A Doenca de Alzheimer e a Presenga de Polimorfismo no Gene
ERS1

Sabe-se que a incidéncia da doenca aumenta rapidamente com o0 avango
da idade e que a DA afeta proporcionalmente mais as mulheres do que os
homens (NITRINI, 1999). Postula-se que o declinio dos niveis de hormdnios
gonodais em mulheres péds-menopausa pode contribuir para a diferenca
observada entre os sexos. Na década de 90 foi anunciado que a terapia de
reposicdo de estrogénio (TER) aplicada as mulheres pds-menopausa poderia
amenizar os sintomas cognitivos da DA, desta forma prevenindo a doenca
(PAGANINI-HILL & HENDERSON, 1996; BALDERESCHI et al.,, 1998). A
grande parte dos estudos epidemiologicos sobre TER até entdo desenvolvidos
indicam que a TER é capaz de melhorar as fungcbes cognitivas neste grupo de
mulheres e diminuir a incidéncia da DA. Entretanto, um estudo tem sugerido
que a TER pode aumentar a prevaléncia desta doenca (SHUMAKER et al.,
2003).

Apesar de que a contribuicdo da TER no desempenho cognitivo e na
patogénese da DA em mulheres ndo estar ainda clara, os modelos animais
promovem um meio de se examinar os efeitos basicos do estrogénio nas
funcdes cerebrais. De fato, um numero de modelos animais utilizando
diferentes metodologias tem demonstrado que o0 estrogénio modula a
morfologia neuronal no hipocampo, uma regido cerebral importante para certas
formas de memoria e também o local de extensivo dano neural na DA
(WOOLLEY et al., 1990; TORAN-ALLERAND, SINGH & SETALO, 1999). O
estrogénio também aumenta as funcfes sinapticas no hipocampo e modula
diversos sistemas neurotransmissores (LUINE, KHYLCHEVSKAYA, &
MCEWEN, 1975).

Em uma gama variada de estudos, principalmente conduzidos com ratos e
camundongos jovens e de meia idade, nos quais 0 estado de menopausa fora
mimetizado por ovariectomia, 0 tratamento com estrogénio melhorou algumas
formas de aprendizado e memodria — mais especificamente trabalhos com
memoria espacial (DANIEL et al.,, 1997; BIMONTE & DENENBERG, 1999;
MILLER et al.,, 1999; DANIEL & DOHANICH, 2001). Além do mais, 0
tratamento com estrogénio parece ser efetivo no aumento do aprendizado e da
memoria também em murinos fémeas com idade avancada (FRICK,
FERNANDEZ & BULINSKI, 2002).
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Entretanto, alguns outros estudos nao tém demonstrado o efeito observado
anteriormente relacionado ao tratamento com administracdo de estrogénio
(FUGGER et al., 1998). Apesar da terapia com estrogénio ndo estar bem
estabelecido para o tratamento da DA, ele parece ser capaz de retardar os
eventos patoldgicos durante o estagio tardio desta doenca. Um possivel
mecanismo postulado seria a inibicdo do acumulo de BA (JAFFE et al., 1994).

O estrogénio poderia exercer um importante efeito neuroprotetor que €
dependente da ativacdo do receptor de estrogénio nuclear alfa e beta (J CUI et
al, 2013). As respostas celulares a hormonas, incluindo o estrogénio, séo
mediadas por receptores que iniciam eventos celulares apos ligagdo da hormona
(PROSSNITZ et al., 2008). Os efeitos biologicos do estrogenio sdo mediados por
trés receptores de estrogénio: o receptor de estrogénio alfa (ERa) o receptor de
estrogénio beta (ERB) e o receptor de estrogénio acoplado a proteina G
(GPR30).

O gene que codifica a expressdo destes receptores € o ERS1 e esta
localizado no brago longo do cromossoma 6, locus 25.1, estendendose mais de
140 kilobases, dividido em oito exdes (PONGLIKITMONGKOL et al, 1988).
O cDNA do receptor de estrogénio é constituido por uma sequéncia de
1,785 nucleétidos que codifica uma proteina de 595 aminoacidos com um
peso molecular de 66,182kD (SHAO e BROWN, 2004). Os polimorfismos de
genes associados ao estrogénio, especialmente o receptor de estrogénio 1
(ESR1) polimorfismos de um (nico nucleotideo ou SNPs (single nucleotide
polymorphisms) séo relacionados ao aumento do risco de DA. O gene ESR1
codificante para receptor de estrogénio alfa e esta localizado no cromossomo
6025.1. Pvull (rs2234693, C> T) e Xbal (rs9340799, A> G) sdo os polimorfismos
de comprimento de fragmento de restricio mais estudados no gene
ESR1(WANG. 2014).

Estes polimorfismos sdo comumente designados pelos nomes das
enzimas de restricdo que os detectaram, Pvull e Xbal, ou pelos numeros de
referéncia ID rs2234693 e rs9340799. O polimorfismo Pvull é determinado
por uma substituicho do nucleodtido tiamina por citosina (T = C) e o
polimorfismo Xbal por uma substituicdo do nucleétido de adenina por guanina
(A »G) (YOON et al., 2010).
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Deste modo o gendétipo TT e AA representam o genétipo wild-type para o
polimorfismo Pvull e Xbal, respectivamente, e CC e GG representam o
genotipo variante dos polimorfismos Pvull e Xbal, respectivamente. O
génotipo TC e o gendtipo AG séo heterozigoticos para o polimorfismo Pvull e

Xbal, respectivamente.

Estes polimorfismos estdo relacionados com alteracdo da expressao do
gene ERSI1, por alteragéo da ligacado de fatores de transcricao e influéncia no
splicing diferencial do mRNA do gene ERS1(JAKIMIUK et al.,, 2007). O
splicing alternativo do gene ERS1 origina uma transducéo em proteinas estaveis
com diferentes capacidades para ligar ao estrogénio, translocar para o ndcleo e
interagir com DNA (JAKIMIUK et al., 2007). Estudos efetuados demonstram
gue estes polimorfismos estdo relacionados com doencas como a doenca de
Alzheimer e doencas cardiovasculares, como fatores de protecdo ou de risco
(JAKIMIUK et al., 2007).

2.4.3 O Risco Cardiovascular, a Enzima Paraoxonase 1 e a Deméncia do
tipo Alzheimer

Pode-se abordar outro sistema que em sinergia com o polimorfismo da
ApoE, também hipotéticamente parece ter relagdo com o risco de desenvolvimeto
de deméncia. A associacdo com doencas crénicas de ordem cardiovascular por
anos foi estudada e volta a tona, pela correlacdo com o risco relativo que ha com
as deméncias.

Nos ultimos anos, o metabolismo lipidico foi estudado por desempenhar um
papel importante na DA. Mais e mais pesquisas mostraram que a DA esta
relacionada ao colesterol no cérebro, que esta envolvida em uma série de
processos metabolicos interdependentes, que envolvem a proteina beta amildide,
incluindo sintese, agregacgdo, neurotoxicidade e eliminacdo. A TAU fosforilada
também estaria relacionada ao metabolismo do colesterol. Além disso, ha
evidéncias sugerindo que o colesterol pode contribuir com a patogénese da DA,
induzindo a disfungcéo de vasos cerebrais, como na arteriosclerose SUN et al.,
2015. Os pacientes com DA tém em média maiores taxas de colesterol total no

plasma e lipoproteinas de baixa densidade (LDL).
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Os fatores de risco cardiovascular conhecidos, relacionados ao lipidio no
soro também contribuem para o desenvolvimento de DA isso foi relatado h&
muito tempo atras por KALMAN et al.,,1999. A demonstracdo de que a
suscetibilidade do LDL a oxidacdo € aumentada no liquido cefalocerebral e no
plasma de pacientes com deméncia, em paralelo com niveis reduzidos de
antioxidantes, indicam ainda um papel crucial para a oxidagéo de LDL na doenca
( SCHIPPLING et al., 2000).

Dado o papel desempenhado pelo estresse oxidativo na deméncia, muitos
estudos abordaram o link putativo entre a atividade da enzima paraoxonase 1
(PON1), seus polimorfismos com o processo deméncial. Um estudo incluiu 120
pacientes com deméncia: 51 com DA, 28 com deméncia de origem vascular, 41
com deméncia mista, 45 com comprometimento cognitivo leve, com idades e
sexo controlados, a atividade da PON1 estava diminuida em pacientes com DA e
Deméncia mista em comparagao com sujeitos de controle (WEHR et al., 2009).

Porém a literatura ainda é confusa por estudos com resultados diferentes,
que apontam a nédo correlacdo destes polimorfismos mais comuns para PON1
com a doenca de Alzheimer e estudos que sugerem sua atuacdo como fator de
risco. No entanto devido a populacéo idosa apresentar auto indice de prevaléncia
de doencas como hipercolesterolemia, arterioesclerose foi levantada a hipotese
da possibilidade de sinergia com os demais polimorfismos ja descritos.

A paraoxonase 1 (PON1l) humana €é uma esterase associada a
apolipoproteina Al (ApoAl) e clusterina (apolipoproteina J) no HDL. O gene da
PONL1 reside no cromossomo 7 e codifica uma proteina de 43KDa. A PON1 é um
antioxidante dependente de calcio, verséatil, produzida principalmente no figado e
circula dentro de particulas de HDL (GOSWAMI et al.,2009)

As particulas PON1 exibem tanto paraoxonase quanto atividades de
arilesterase, uma vez que hidrolisa organofosfato compostos como o0 paraoxon e
ésteres aromaticos de acido carboxilico tais como fenilacetato. Sabe-se que a
PON1 apresenta atividade anti-inflamatdria e anti-aterogénica por conta de sua
capacidade em gerar produtos de peroxidacéo lipidica e prevenir acimulos de
lipidios oxidados em lipoproteinas (AVIRAM et al., 1998; MACKNESS et al.,
1996; DEAKIN et al.,2004). Durante a ultima década, PONL1 foi aprovada como
um contribuinte importante para a atividade antioxidante de HDL, bem como um
fator de risco negativo independente para a aterosclerose em estudos

epidemioldgicos.
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A versétilidade de PON1 proporciona a ela desempenhar um papel em
varios caminhos, muitos dos quais protegem contra ateroesclerose:

1. Ela hidrdlisa efetivamente peréxidos e lactonas em lipoproteinas

de baixa densidade (LDL) e particulas de HDL

2. Protege os macrofagos da oxidacao.

3 Participa na homeostase endotelial.
4. E um metabolizador xenobidtico eficaz
5

E uma homocisteina-tiolactonase.

A enzima PONL1 evoluiu a partir de enzimas bifuncionais que atuam como
lactonas de homoserina que sdo quorum-sensing, moléculas empregadas por
muitas bactérias gram negativas. PON1 é, portanto, um componente da
imunidade inata (MENINI et al., 2013).

Nos ultimos anos, a baixa atividade de PON1 foi consistentemente ligada a
um risco aumentado de eventos cardiovasculares maiores, também
estabelecimento de prevencdo secundaria de doenca coronariana e arterial
periférica (MENINI et al., 2013).

O papel proposto da PON1 em doencas neurovasculares, uma
conseqUéncia importante da aterosclerose, estda ilustrado no diagrama

esquematico da Figura 4.

O diagrama mostra como as espécies reativas de oxigénio produzidas por
leucécitos em LDL (1) ou membranas celulares (2) resultam na Formacado de
fosfolipidos oxidados (3). PON1 é sintetizado no figado em associacdo com
HDL. PON1 pode atuar sobre a fosfatidilcolina oxidada derivada de LDL oxidado
(3) ou membranas de macréfagos oxidadas para produzir uma lactona (atividade

lactonizante de PON1, (4), que, por sua vez, € submetida a atividade de

lactonase (5) para produzir um acido carboxilico in6cuo eliminando mais danos.

A atividade da lactonase de PON1 também permite desintoxicar a
tiocactona de homocisteina (6). Este composto esta associado ao aumento do
risco cardiovascular, uma vez que a homocisteinilacdo de proteinas (fatores de

coagulacao, lipoproteinas, receptores endoteliais) é aterogénica (7). A
homocisteina teolactona € um dos substratos naturais de PON1, que o hidrolisa
para homocisteina inocua (8). A PON1 também exerce sua acéo salutar sobre
macrofagos e outras células inflamatorias (9), prevenindo o estresse oxidativo

celular e bloqueando as cascatas de citocinas que agravam a inflamacgéo, o que
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pode levar a uma aterogénese e doenca neurovascular aprimoradas (10).
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Figura 4: O papel proposto da PON1 em doencgas neurovasculares. Fonte: MENINI e
GUGLIUCCI 2014.

A PON1 em toxicologia apresenta também suas implicacdes para doencas

neurodegenerativas mostradas no diagrama da figura 5.

A PONL1 evoluiu a partir de lactonases que tém um papel fundamental na
imunidade natural, limitando as lactonas que detectam quorum de bactérias. Na
evolucdo, adquiriu atividades de esterase promiscuas, hidrolisando compostos
de interesse em toxicologia. Os pesticidas de organofosfato (1) séo
metabolizados no respectivo oxona pelo metabolismo da fase 1 no figado
AVIRAM et al., 2013) Estes éxons sdo toxicos devido a sua inibicdo da
acetilcolinesterase, que esta associada a varios disturbios neurodegenerativos
(4). O PONL1 hidroliza o paraoxon (oxdo do paratido, do qual o nome deriva) e
0s oxones de muitos outros organofosforados (5) e os desintoxica. Os
principais polimorfismos na PON1 alteram significativamente esta atividade (6)
e podem estar associados ao aumento da suscetibilidade a disturbios

neurodegenerativos conforme discutido no texto.
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ROLE OF PON1 IN ORGANOPHOSPHATE METABOLISM:
IMPLICATIONS FOR NEURODEGENERATIVE DISEASES
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Figura 5. O papel da PON1 em doencas neurodegenerativas. Fonte: MENINI e GUGLIUCCI
2014.

O gene PON1 humano tem quase 200 polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs). Os mais importantes sdo o0s seguintes SNPs: 108C> T (rs705379) e
162A> G (rs705381) na regido promotora e Q192R (rs662) e L55M (rs854560) na
regido de codificacdo do gene (LEVIEV et al.,2000).

Foi escolhido, pelo nimero de estudos de base, para testar a hipotese de
possivel mecanismo de acdo para a patogénese da doenca dois destes
polimorfismos, um na regido promotora 108C> T (rs705379) e outro na regiao
codificante Q192R (rs662).

Estudos caso-controle de variantes genéticas PON1 na doenca de
Alzheimer (DA) e a doenca de Parkinson (DP) revelaram alguma relacédo, embora
haja associacbes ainda inconsistentes com o0s dois polimorfismos de escolha
para este estudo PON1: Q192R (rs662) e108C> T (rs705379) (Pl Y et al., 2012).
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3. OBJETIVO GERAL

Testar a hipétese que aspectos clinicos e genéticos estejam associados com as

alteracdes cognitivas em idosos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar:

Distribuicdo socio-demogréafica na populacao idosa;

Associacao entre dislipidemia e perda cognitiva na populagéo idosa;
Associacao entre a hipertensao arterial (HAS) e perda cognitiva na
populacao idosa;

Relacéo entre fatores de ordem metabdlica (cardiovascular e Obesidade)
e perda cognitiva na populacéo idosa;

Relacéo entre o sedentarismo e perda cognitiva na populacéo idosa,;

A associacdo da capacidade funcional e perda cognitiva na populacéo
idosa;

A associacdo da avaliacdo fisica antropométrica e perda cognitiva na
populacao idosa;

A associacao forca de preensdo manual e perda cognitiva na populacéo
idosa.

A expressao dos alelos polimorficos ApoE3 e ApoE4;

A expressao dos polimorfismos ligados ao gene ERS1 e polimorfismos
ligados a PON1(rs662 e rs705379) em idosos portadores de déficit
cognitivo;

A influéncia dos alelos polimorficos ApoE3, ApoE4, polimorfismos
ligados ao gene ERS1 e polimorfismos ligados a PON1(rs662 e
rs705379) nas diferentes fases do déficit cognitivo;

Se ha sinergia entre os polimorfismos apresentados e o déficit cognitivo
em idosos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacao do Projeto de Pesquisa

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos,
da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) em 04 de Novembro de 2015
sob o nimero 1.307.524 em anexo (ANEXO I). Estando envolvidos o Laboratério
de Biologia Celular do Envelhecimento (LBCE) e as parcerias com a prefeitura de
Vitéria e Vila Velha (ANEXO Il) e com a Instiuicdo de Longa Permanéncia para
idosos (ILPI) Solares Casa de Repouso LTDA-ME (ANEXO llI).

4.2 Populagéo Estudada e tipo de pesquisa

Pesquisa exploratéria, quantitativa, descritiva, de natureza comparativa,
realizada em ILPI parceira e Centro de Convivéncias para a Terceira ldade com
uma populacdo de 178 idosos, localizadas na regido da grande Vitéria/ Espirito
Santo Brasil. Foram excluidos idosos que nado participaram de todos os testes e

etapas propostas até o final da coleta de dados.

4.3 Etapas e divisbes dos grupos experimentais

A primeira etapa do estudo constou de uma triagem feita por alunos de
Iniciacdo Cientifica dos cursos de Enfermagem, Farmécia, Fisioterapia e
Medicina da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), nos pontos focais
de captacdo de idosos (Instituicbes de Longa Permanéncia para ldosos
participantes e Centros de Vivéncia).

Os alunos foram treinados, anteriormente a esta etapa e acompanhados
pelo professor responséavel pela pesquisa e aluna de doutoramento desta tese, a
fim de produzir informacfes relativas a mesma e sua importancia social e
cientifica.

No mesmo dia foi agendado testes experimentais que envolveram a
avaliacdo funcional, através de dois instrumentos validados (Index de
Independéncia nas Atividades de Vida Diaria de Sidney Katz. (KATZ et al, 1976 in
Azeredo & Matos, 2003) e Escala de Atividade Instrumental de vida diaria
Lawton e Brody, Azeredo & Matos, 2003), também por avaliacao fisica—funcional
(perimetria, preencdo manual para medida de forca, calculo de gordura corporal
por protocolo de Pollock de trés dobras (JACKSON et al, 1985).
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A triagem constou de um formulario de anamnese supracitado, criado pelos
autores da pesquisa, visando a coleta de historia clinica e socio demogréaficos
dos individuos voluntarios e em seguida foram submetidos a dois testes
preditivos de deméncia j& validados; Mini Exame do Estado Mental (MEEM) e a
Escala de Avaliacdo Clinica da Deméncia (CDR-Clinical Dementia Rating) onde o
score 0 ou 0,5 = sem comprometimento cognitivo; 1 = Comprometimento Leve; 2
Comprometimento Moderado; 3 Comprometimento Grave, a participacdo de um
acompanhante cuidador do idoso se faz necesséario (ANEXO 1V). (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011; KVITTING et al., 2013; MONTANO, 2005).

Os individuos foram separados em grupos experimentais descritos a seguir:

e Grupo Controle

Neste grupo constaram todos os individuos participantes que nao
apresentassem sinais clinicos preditivos de deméncia

e Grupo Caso
Os individuos que participaram deste grupo apresentaram algum sinal
clinico preditivo de deméncia, bem como presenca de positividade nos

exames especificos CDR e MEEM.

A segunda etapa consistiu na coleta de material biolégico (sangue humano
em torno de 2,5 ml em triplicata) a fim de analisar o resultado de exames
hematoldgicos pré - estabelecidos pelos pesquisadores (colesterol total e
triglicérides) onde foram utilizados exames dispostos pelos individuos realizados

a menos de um ano.

4.4 Analises Biomoleculares

As amostras de sangue foram resfriadas a 4° C., centrifugadas a 2800 g em
ultracentrifuga (marca SIGMA, modelo: 2-16 PK) por cinco minutos. As amostras
foram separadas, em triplicata, em soro e fase branca celular, armazenadas em
microtubos. O soro e fase branca foram congelados e preservados a -80°C.

As amostras foram separadas e sofreram descongelamento progressivo a -

20°C por 2 horas sendo em seguida imersas em gelo.
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4.4.1. Extracdo do DNA Gendmico

Foi utilizado somente a fase branca de sangue periférico utilizando o
Protocolo de GOELZ, et al., 1985 com modificacGes, de acordo com as seguintes
etapas: Centrifugacdo do tubo por 5 minutos a 4800 g a 4°C, descarte do
sobrenadante e adicdo 1mL de TM (tampéo de hemdlise) para cada amostra de
25 mL: Tris-HCI 1 M, com pH 7,6; concentracdo final de 10 Mm a (-20°),
homogeneizando. Nova centrifugacdo do tubo por 5 minutos a 4800 g a 4°C e
descarte do sobrenadante. Adicdo de 1mL de TM (-20°) novamente,
homogeneizando em seguida de centrifugacéo do tubo por 5 minutos a 4800 g a
4°C. Novo descarte do sobrenadante. Ressuspenséo do precipitado em 405ul de
TE9 (tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM, com pH 9,0; tris = hidroximetilaminometano,
homogeneizando. Adicdo de 45ul de Solucdo de dodecilsulfato de sodio (SDS) a
0,1% SDS - proteinase K (concentracao final de 20 mg/mL), homogeneizacéo
leve e incubac&o em banho-maria a 48°C por 2 horas. Adicdo de 450ul de PC9 (
phenol — cloroférmio) e homogeneizacao por 1 minuto. Centrifugacdo a 4800 g
por 2 minutos. Transferéncia do sobrenadante aquoso para um novo tubo e a um
volume prévio de 400pl, adicdo de 100ul de 10M NH4OH.

Precipitacgo do DNA com 1mL de etanol 100% gelado (-20 °C).
Centrifugacéo a 4800 g por 15 minutos. Descarte de todo o liquido e lavagem
com etanol 70%. Centrifugagdo a 4800 g por 2 minutos e, novamente, descarte
de todo o liquido. Secagem dos tubos por 15 minutos e ressuspensao do DNA
em 100ul de &gua livre de DNA, RNA e DNAse. Incubacdo em banho-maria a
37°C por 15 minutos para eluir o DNA e armazenamento a -20°C.

Os DNAs obtidos foram visualizados em gel de agarose 4% depois de

percorrerem 40 minutos em uma cuba de eletroforese horizontal a 120 volts para

estimar a qualidade e quantidade de DNA como mostra a figura 6.

Figura 6. Mostra de gel de agarose, corado com brometo de etideo, contendo DNA gendmico.
A concentracdo de DNA foi medida por espectofotometria nas densidades
Oticas de 280 nm (Nanodrop INC., EUA).
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442 Reacdao em Cadeia de Polimerase (PCR) e Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP)

As amostras foram submetidas a PCR-RFLP, para avaliacdo de
polimorfimos relacionados a processos deméncias e doengas cronicas do

envelhecimento descritas nos subtopicos a seguir:

4.4.2.1 Apolipoprotina E (ApoE)

Os primers utilizados estédo na tabela 1. Foram descritos por EMI et al., em
1988 e modificado com o auxilio do programa BIOEDIT™ (versédo 7.0.9.0) e do
servico BLAST do site do National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), foram feitos anteriormente a esta tese, ja

estando estabelecidos em nosso laboratorio (SOUZA et al., 2017).

Tabela 1. Primers ApoE, sense e anti sense utilizados neste estudo

Foward 5- ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3
Reverse 5-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’

Fonte: SOUZA et al., 2017

As amostras de DNA total foram amplificadas em termociclador (BIO-RAD)
pela técnica de PCR gerando fragmentos de 244 pb. Os ciclos da reacao foram:
1 ciclo de 5 minutos a 95°C; seguido por 35 ciclos de 95° C por 30 segundos;
60°C por 30 segundos; 72° C por 30 segundos, respectivamente; finalmente 7
minutos a 72° C.

Para cada reacdo de PCR foram utilizados tampao 1X, 3 mM de MgCI2
(Ludwing, Brasil), 0,4 mM de cada dNTP (Ludwing, Brasil) 0,4 mM de cada
primer, 2,5 unidades de Tag DNA polimerase (Ludwing, Brasil) e cerca de 2uL de
DNA. Os produtos de PCR amplificados foram visualizados gel de agarose 4%
depois de percorridos 40 minutos a 110 volts em uma cuba de eletroforese
horizontal (BIO-RAD, EUA) e os tamanhos estimados com marcador de peso

molecular de 100pb (Ludwing, Brasil),figura 7.
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Figura 7. Produto de PCR amplificado para fragmentos de ApoE corado com brometo de etideo.

Para utilizacdo da técnica de Polimorfismos de Comprimento de Fragmento
de Restricdo (RFLP) foi utilizada a enzima de restricdo Hhal (Invitrogen)
amplamente utilizada em estudos de polimorfismos do gene da ApoE.

As digestdes foram feitas seguindo as especificacdes dos fabricantes e
utiizando 15UL de produto de PCR, os fragmentos de restricdo foram
visualizados em gel de poliacrilamida 12%, na cuba de eletroforese vertical (BIO-
RAD) onde percorreram no gel por lhora e trinta minutos a 110 volts. Apoés
fixacdo por 6 minutos em solugdo de etanol a 10% e acido acético 0,5%, corado
em solucado de nitrato de prata 0,1% por 10 minutos e colocado em uma solucéo
de hidroxido de sodio 3% e formaldeido 0,5%. Foi estimados utilizando

marcadores de peso molecular de 50pb (Ludwing, Brasil) (Tabela 2).

Tabela 2 - Padrfes de bandas especificas de digestdo para o fragmento de 244 pb amplificado a

partir do gene da Apolipoproteina E (ApoE)

Enzima de restricdo  Sequéncia dos genétipos Tamanho dos fragmentos (pb)
Hhal E2E2 91, 81,38, 18 e 16
E2E3 91, 81, 48, 38, 33, 18 e 16
E2E4 91, 81, 72, 48, 38, 33, 19, 18 e 16
E3E3 91, 48, 38, 33,18 e 16
E3E4 91, 72, 48, 38, 33, 19, 18 e 16
E4E4 72,48, 38,19, 18 e 16

Fonte: SOUZA et al,2017.
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4.4.2.2 Andlise dos polimorfismos do ERS1 ligados ao Receptor de

Estrogénio Alfa (REa).

Os primers da regido do intron 1 do ERS1 contendo os SNPs Pvull e Xbal
foram feitos anteriormente a esta tese, ja estando estabelecidos em nosso
laboratorio (SOUZA et al., 2017) de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Primers da regido do intron 1 do ERS1 contendo os SNPs Pvull e Xbal utilizados neste

estudo.

Foward 5 CTGTGTTGTCCATCAGTTCATC3
Reverse 5 CCATTAGAGACCAATGCTCATC3

Fonte: SOUZA et al.,2017.

Com a utilizacdo de um termociclador (BIO-RAD) foram amplificados
fragmentos de 119pb pela técnica de PCR de acordo com o ciclo: Primeiros 5
minutos a 95°C; seguidos por 30 ciclos de: 95° C por 60 segundos, 52°C por 30
segundos e 72° C por 30 segundos, respectivamente; e por fim 5 minutos a 72°
C.

Para cada reagdo de PCR foram utilizados tampéo 1X, 3 mM de MgCI2
(Ludwing, Brasil), 0,4 mM de cada dNTP (Ludwing, Brasil), 0,4 mM de cada
primer, 2,5 unidades de Taq DNA polimerase (Ludwing, Brasil) e cerca de 50 ng
de DNA. Os produtos de PCR amplificados foram visualizados em gel de agarose
4% depois de percorridos 40 minutos a 110 volts em uma cuba de eletroforese
horizontal (BIO-RAD, EUA) e os tamanhos estimados com marcador de peso

molecular de 50pb (Ludwing, Brasil), figura 8.

Figura 8. Produto de PCR amplificado para fragmentos de ERS1, corado com brometo de

etideo.
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Para utilizacdo da técnica de Polimorfismos de Comprimento de Fragmento

de Restricdo (RFLP) foram utilizadas duas enzimas de restricbes Pvull e Xbal.

As digestbes foram feitas seguindo as especificacbes dos fabricantes e os
fragmentos de restricdo foram aplicados em gel de poliacrilamida 12% e na cuba
de eletroforese vertical “correram” por 1hora e trinta minutos a 110 volts. Apés
fixacdo por 6 minutos em solugdo de etanol a 10% e acido acético 0,5%, corado
em solucado de nitrato de prata 0,1% por 10 minutos e colocado em uma solucao
de hidroxido de sodio 3% e formaldeido 0,5%, era nitido o aparecimento de
fragmentos especificos (Tabela 4) que possibilitaram a interpretacdo dos
resultados.

Tabela 4. Padr6es de bandas especificas de digestdo para o fragmento de 119 pb amplificado a

partir  do gene ERS1|: Sitio  de restricao reconhecido pelas  enzimas.

Enzimas de restricdo Sequéncia dos alelos Tamanho dos fragmentos (pb)
Pvull 5°CAGCCG3 119 5 CAG|CTG3 78 e 41
Xbal 5 TCTGGA3 119 5 T|CTAGAS3 88 e 31

Fonte: Pontos de corte descritos pelo fabricante.

4.4.2.3 Paroxonase do tipo 1 - PON 1

Para determinar a presenca dos polimorfismos em questdo, as amostras
foram levadas para sequenciamento em parceria com o Laboratério de
Genética e Cardiologia Molecular do Intituto do Coracdo do Hospital das
clinicas de S&o Paulo (LGCM-INCOR).

As andlises dos gendtipos para os polimorfismos no gene PON 1 (rs622 e
rs705379), foram realizadas por amplificacdo do DNA gen6mico através da
reacao em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction) seguida por
analise da curva de melting (HRM — high resolution melting).

Para este procedimento, as rea¢des foram otimizadas no aparelho Rotor
Gene 6000® (Qiagen, Courtaboeuf, France) e utilizando o reagente fluorescente
DNA-intercalante SYTO9® (Invitrogen, Carlsbad, USA). A reacdo foi constituida
por 1 uL (10ng) de DNA gendmico, 2 yL de tampéao de reacdo (MgCl, 2 mM,
dNTPs 200mM), 0,4 pL de cada primer (200 nM), 0,6 pL de SYTO9® (1,5 mM),
0,5 U de BioTaq Polimerase DNA (Bio-Quimica, Brasil) e agua para PCR
completando para 10 pL.
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Na fase da analise da curva de melting (HRM), o aparelho mensurou a
fluorescéncia emitida pela reacdo a cada aumento de 0,1°C de temperatura na
faixa de 70-94°C. A curva de melting foi gerada pela diminui¢cdo da fluorescéncia
com o aumento da temperatura, e na andlise, os nucleotideos polimorficos geram
padrbes de curva diferenciados em relagcao aos nucleotideos selvagens.

Para o polimorfismo rs622 a frequéncia do alelo G em PON rs662 foi de
48,0%. A distribuicdo dos genotipos foi de 21,1% para homozigotos mutados,
53,2% para heterozigotos e 25,7% para genatipo do tipo selvagem. A distribuicéo
genotipica para o polimorfismo PON rs662 encontra-se semelhante do descrito
em estudos do NCBI e esta em equilibrio de Hardy-Weinberg (X?= 0,56; p= 0,43).
Figura 9 e grafico 2 abaixo:

Figura 9. Foto do gradiente de temperatura para PON rs662 em gel de agarose (Fonte:
LGCM-INCOR, 2017)

MNormalised Fluorescence
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°C

Gréfico 2. Gréfico PON rs662 (A>G): Gréfico da fluorescéncia normalizada pela
temperatura. Gendtipos: Laranja Selvagem (AA), Verde Heterozigoto (AG) e Azul
Homozigoto (GG).
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Ja a frequéncia do alelo G em PON rs705379 foi de 47%. A distribuicao
dos gendtipos foi de 21% para homozigotos mutados, 53,2% para heterozigotos
e 25,8% para gendtipo do tipo selvagem. A distribuicdo genotipica para o
polimorfismo PON rs705379 encontra-se semelhante do descrito em estudos do
NCBI e est4d em equilibrio de Hardy-Weinberg (X?>= 0,56; p= 0,43). Figura 10 e

gréafico 3 abaixo:

Figura 10. Foto do gradiente de temperatura para PON rs705379 em gel de agarose
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Gréfico 3. Grafico do Teste no HRM para PON rs705379 (A>G): Grafico da fluorescéncia
normalizada pela temperatura. Gendétipos: Laranja Selvagem (AA), Verde Heterozigoto
(AG) e Azul Homozigoto (GG).

Amostras de trés curvas observadas foram submetidas ao
sequenciamento direto (ABI Terminator Sequencing Kit® e sequenciador ABI
3500® - Applied Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.) para a confirmacéo dos
genotipos indicados pelo HRM.
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Foram utilizados primers elaborados a partir da numeracéo rs ja descrita
para cada polimorfismo e desenhados no programa Primer 3

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) que podem ser vistos na tabela 5. Refor¢cando

que todo o processo de sequenciamento foi realizado em parceria com o
Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular do Intituto do Coragéo do

Hospital das clinicas de S&o Paulo.

Tabela 5 - Primers PON1 utilizados neste estudo.

rs622

Foward 5-TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG -3’
Reverse 5- CACGCTAAACCCAAATACATCTC -3
rs705379

Foward 5-ACGGGCTAGGAGGCTCTG -3’
Reverse 5-GCCTTCTGTGCACCTGGTC -3’

5. ANALISES ESTATISTICAS

No primeiro capitulo para a confeccao de planilhas e para a realizacdo dos

testes estatisticos os dados foram analisados utilizando-se os programas

GraphPad Prism 6 for Windows Version 5.00, Microsoft® Office Excel® 2010
(12.0.6514.5000).

Foram utilizados ANOVA uma via e teste T com pés-teste de Tukey /
Bonferroni.

Para grupos independentes utilizou-se o teste de Mann- Whitney.

Inicialmente, apresentou-se a distribuicdo de frequéncias dos genes entre
ambos 0s sexos, separados pelos grupos Caso e Controle, assim como se exibiu
uma tabela com as frequéncias e porcentagens dos genes relacionados ao grau
da doenca, medido pela variavel CDR.

A fim de verificar se diferentes grupos tém a mesma propor¢cdo de
individuos, com determinada caracteristica, ou se existe associagdo entre duas
variaveis, utilizou-se o teste Qui-quadrado. A partir deste, € verificada se a
igualdade entre as proporcbes é estatisticamente significativa. Entretanto, em
alguns casos, 0s pressupostos necessarios para a aplicagdo do teste ndo foram
atendidos, implicando na utilizacdo do teste exato de Fisher, podendo-se

interpretar da mesma forma.


http://frodo.wi.mit.edu/primer3

a7

Para comparar 0os genes e alelos de ApoE quanto as variaveis continuas
AIVD, IMC, Forca de preencdo D e E, realizaram-se testes estatisticos de
comparacao entre os grupos. Estes sao realizados levando em conta a suposi¢cao
da normalidade na distribuicdo dos dados.

As variaveis IMC e Forca de Preencdo, apresentaram normalidade em suas
distribuicdes, portanto, utilizou-se o teste t para comparacdo de médias entre
dois grupos. Entretanto, as variaveis AIVD e Forca de Preencdo D nao
apresentaram distribuicdes normais, implicando no uso do teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney. Em ambos os casos, o valor-p menor que 0,05 indica que a
diferenca entre os dois grupos é estatisticamente significativa.

Por fim, criou-se a variavel “Genes”, responsavel por expressar a
quantidade de genes presentes em um determinado paciente. Um modelo de
regressdo logistica foi construido a fim de verificar se a razdo de chances
aumenta se coexistir a presenca de mais de um gene.

Os resultados foram apresentados em numeros absolutos e percentis para

a descricdo da populacéo estudada. Os demais dados de acordo com a média
+ erro padrdo da média (EPM). As diferencas observadas durante a andlise
foram consideradas estatisticamente significativas quando a probabilidade
encontrada foi menor que 0,05 (5%).

Destaca-se que 0s genes AA, AG e GG oriundos do gendtipo rs622 foram
apresentados com o 1 em seguida (AA1, AG1l e GG1), enquanto 0 genotipo rs
705379 foi apresentado como AA2, AG2 e GG2.
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6. RESULTADOS
Os resultados foram separados em capitulos descritos a seguir:

CAPITULO 1: Abordagem dos Aspectos Clinicos, Avaliacdo Fisica e
Funcional de Idosos Portadores de Alteragédo Cognitiva

6.1 Caracterizacdo da Amostra

O numero de idosos que concordaram em participar do estudo foi de 178
individuos que apresentam mediana de idade de 74(65 minimo-95 maximo) anos.

Observou-se uma populacdo homogénea, classe média baixa, onde
predomina a viuvez, com resultado estatisticamente significante, entre 0s grupos
para a diferenca de localidade, podendo-se constar que ha presenca de
individuos com maior grau de perda cognitiva alocados em instituicdo de longa
permanéncia (R) em relagdo aos encontrados na comunidade local (P). Também
houve diferenca estatistica quanto ao grau de escolaridade da populacdo em
guestao, observando-se que a predominancia de individuos com perda cognitiva
esta na faixa de estudo do ensino fundamental (EF) e ainda que o grupo controle
como um todo seja mais escolarizado que o grupo caso (Tabela 6).

Pode-se observar que ha presenca macica nos dois grupos, de doencas
cronicas prevalentes no envelhecimento como a hipertensao (HAS) e dislipidemia
preponderante no grupo de individuos com perda cognitiva. Também vale
ressaltar que a populacdo é saudavel em seus habitos relacionados a presenca
de tabagismo e etilismo e em questdo de pratica de alguma atividade fisica,

sendo o sedentarismo um fator ndo observado. (Tabela 7)



Tabela 6. Apresentacao sociodemografica da populacdo estudada

Variaveis CONTROLE CASO Valor - p
n/% n/%
Sexo
Feminino 90(85,7) 62(84,9) 0,884
Masculino 15(14,3) 11(15,1)
Localidade
ILPI 15(14,3) 35(47,9) <0,001
Comunidade 90(85,7) 38(52,1)
Raca
Branco 52(49,5) 33(45,2) 0,848
Negro 27(25,7) 20(27,4)
Pardo 26(24,8) 20(27,4)

Escolaridade

Ensino Fundamental  54(51,4) 52(71,2) 0,028
Ensino Médio 31(29,5) 11(15,1)
Ensino Superior 19(18,1) 10(13,7)

Total 105 73




Tabela 7. Apresentacao clinica da populagcao estudada

Variaveis CONTROLE
n/%
Tabagismo
Sim 35(33)
Nao 70(66,7)
Etilismo
Sim 30(28,6)
Nao 75(71,4)

Doenca Vascular

Sim 47(44,8)

N&o 58(55,2)

HAS

Sim 72(68,6)

Nao 33(31,4)
Dislipidemia

Sim 50(47,6%)

Néo 55(52,4%)
Cardiopatia

Sim 51(48,6%)

N&o 54(51,4%)

Atividade Fisica

Sim 103(98,1%)

Nao 2(1,9%)

CASO
n/%

23(31,5)

50(68,5)

30(41,1)

43(58,9)

34(46,6)

39(53,4)

57(78,1)

16(21,9)

51(69,9%)

22(30,1%)

33(45,2%)

40(54,8%)

63(86,3%)

10(13,7%)

Valor-p

0,798

0,082

0,811

0,162

0,003

0,658

0,004

50

Total 105

73
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Para produzir melhores conclusbes, foi analisada tanto a correlagéo entre
nivel cognitivo e capacidade funcional com cada variavel estudada, quanto a

comparacao entre os grupos estudados e a diferenca de género.

6.2 Correlacédo entre as Variaveis Clinicas, Deficit Cognitivo e Capacidade
Funcional

Consideramos trés variaveis principais para correlacionarmos ao exame
fisico e biomolecular da populacdo, a ser. o exame cognitivo dado pelo Mini
Exame do Estado mental (MEEM) que mede a presenca ou auséncia de perda
cognitiva. Escala Clinica de Deméncia (CDR) que aborda o estagio de perda
cognitiva que o individuo se encontra e o indice de Katz que mede o grau de
dependéncia fisica para atividades instrumentais de vida diaria (AlVD). Diante
destas variaveis e da divisdo em grupo controle e caso, quantificamos a
associacdo existente, por teste de correlacdo de Pearson, com as demais
variaveis relacionadas avaliagdo antropométrica; de gordura corporal e dois
indices preditores de obesidade (indice de Massa Corpérea —IMC e Relacdo
Cintura versus Quadril- RCQ), forca muscular (teste de preensdo) e parametros
bioguimicos do lipidograma, demostrados nas tabelas 8, 9, 10 e 11.

Inicialmente, foi analisado o conjunto de dados referente ao exame de
antropometria dos grupos controle (GC) e grupo caso (SHAZ). Foi possivel
observar uma fraca correlacdo entre a funcionalidade do individuo do grupo
controle com a medida de percentual de gordura excedente e peso excedente.



Tabela 8. Correlacéo entre MEEM, CDR E AIVD com antropometria.
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% de Gordura Total
GC

SHAZ

% de Gordura Excedente
GC
SHAZ
Peso Magro
GC
SHAZ
Peso Gordo
GC
SHAZ
Peso Excedente
GC

SHAZ

0,136

-0,008

0,131

0,030

0,034

0,167

0,066

0,028

0,026

0,080

R R
- -0,077 -
-0,0981 0,115 -
- -0,213 0,021
-0,094 0,142 -
- 0,134 -
0,115 -0,005 -
- -0,0885 -
0,517 -0,019 -
- -0,201 0,039
0,002 0,131 -

Os resultados entre grupos para os parametros, variacdes de peso e peso

magro em kg, nos grupos controle (GC) e caso (SHAZ) comparado entre si

respectivamente, controle versus controle (A e C) ou caso versus caso (B e D) —

comparacao de géneros e comparados caso/controle (E e F).

Foi observado que houve diferenca estatistica apenas para o peso magro

das mulheres do grupo controle, comparado aos homens do mesmo grupo

(p=0,03). E valido ressaltar que apesar de ndo haver diferenca estatistica, o peso

magro e o peso real supera o das mulheres doentes (Figura 11).
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Figura 11. Comparacgéo das varidveis peso e peso magro entre géneros de um mesmo grupo e
entre caso/controle. A: controle versus controle, B: Caso versus caso, C: comparacao de géneros
e comparados caso/controle. GC-H; grupo controle homem, GC-M, grupo controle mulher; SHAZ-
H, grupo caso homem; SHAZ-M, grupo caso mulher.

As relacdes entre as variacbes de percentual de gordura total e gordura
excedente, nos grupos controle (GC) e caso (SHAZ), comparados entre si
respectivamente, controle versus controle (A e C) ou caso versus caso (B e D) —

comparacao de géneros e comparados caso/controle (E e F) (Figura 16)

Para este conjunto de resultado foi observado diferenca estatistica nas
comparacdes entre caso controle para percentual de gordura total, tendo as
mulheres doentes uma reducdo em relacdo as do grupo controle (p = 0,05).
Igualmente, em ambos 0s géneros, houve uma reducdo no grupo caso para

percentual de gordura exedente (p<0,0001). (Figura 12)
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Figura 12. Comparacgédo das variaveis percentual de gordura total e exedente entre géneros de
um mesmo grupo e entre caso/controle. A/C: controle versus controle, B/D: Caso versus caso,
E/F: comparacdo de géneros e comparados caso/controle. GC-H; grupo controle homem, GC-M,
grupo controle mulher; SHAZ-H, grupo caso homem; SHAZ-M, grupo caso mulher.

Para este conjunto de resultados, foi observada diferenca estatistica apenas
para reducao do peso gordo para mulheres do grupo caso em relacéo ao controle
(p = 0,001).

6.3 Analise Antropométrica, indices preditores de Obesidade e
riscocardiovascular e teste de forca muscular.

A analise da perimetria revelou que no grupo controle houve correlagéo
fraca relacionada a avaliacdo cognitiva para as medidas de toérax apenas, ja no
grupo caso houve correlacdo fraca para as medidas de térax, abdémen, quadril e
panturrilhas e moderada para a medida de coxa, ambas relacionadas a avaliacao
cognitiva (tabela 9), sendo estas diretamente proporcionais, sugerindo que a
perda de massa muscular teria relagdo com o déficit cognitivo apresentado neste
grupo. Avaliando as mesmas variaveis, ainda para o grupo caso, verificou-se
uma correlacdo entre a perda de massa do membro inferior inversamente
proporcional ao estadiamento da doenca, sugerindo que a perda ocorre cada vez
mais nos estagios avancados da doenca.

Em relacdo a capacidade funcional, notou-se correlagcéo fraca inversamente
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proporcional, para o grupo controle, em braco direito e esquerdo e diretamente

proporcional em membros inferiores, sugerindo que ha& perda funcional
independente do processo doenca. Porém, a correlacdo passa a moderada no
grupo caso, mostrando assim que os individuos com perda cognitiva apresentam

maior grau de dependéncia relacionado ao controle. (tabela 9)

Tabela 9. Correlacao entre MEEM, CDR E AIVD com perimetria

MEEM CDR AIVD Valor-P

a4 a4 a4
Térax
GC 0.194* - 0,068 0.047
SHAZ 0,236 0,009 0,098 0,044
Brago Direito
GC 0,024 - 0,197 0,043
SHAZ 0,026 0,004 0,029 -
Braco Esquerdo
GC 0,098 - 0,205 0,036
SHAZ 0,002 0,002 0,042 -
Antebrago Direito
GC 0,077 - 0,096 -
SHAZ -0,014 0,033 0,022 -
Antebrago Esquerdo
GC 0,043 - 0,055 -
SHAZ 0,071 0,132 -0,066 -
Cintura
GC 0,110 - 0,058 -

SHAZ 0.028 0112 0.132 :
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Abdomen 0,181 - 0,075
cC 0,231 0,049 0,186 0,049
SHAZ
Quadril 0,149 i 0,078
GC 0,387 0,221 0,316 <0,001/0,006
SHAZ
Coxa Direita 0,017 : 0,253 0,254
cC 0,477 0,426 0,458 0,526
SHAZ
Coxa Esquerda
o 0,063 0,034 0.295 0,008
SHAZ 0.404 0.309 0,548 =0,001
Panturrilha Direita
GC 0.025 - 0,306 0,002
SHAZ 0,304 -0.367 0,533 <0,001/0,005/<0,001
Panturrilha Esquerda
GC - - 0,458 0,001
SHAZ 0,324 0,315 0,546 0,002/0,006/<0,001

A relacdo entre o fator cognicdo e funcionalidade versus indices preditores
de obesidade e risco cardiovascular. Observamos uma correlagéo fraca para os
individuos portadores de déficit cognitivo relacionado ao indice de massa
corpérea e moderada para a relacdo cintura quadril sugerindo que risco
cardiovascular e obesidade podem ser fatores de risco para incapacidade
funcional e para o desenvolvimento de transtornos cognitivos e possivel evolugéo
para uma deméncia.

Tambem foi observado a presenca de correlacdo fraca, diretamente
proporcional, ou seja, quanto maior o score cognitivo melhor o resultado do teste
para forca de preencdo manual direita e esquerda no grupo controle e também
representado da mesma forma quando relacionado com a funcionalidade. A
presenca de correlagdo moderada para o grupo caso também nos dois quesitos e
fraca pore presente para o estadiamento de forma inversamente proporcional o

que atenta para quanto maior o estagio pior estard a forca muscular ( tabela 10).
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Tabela 10. Correlacdo entre MEEM, CDR e AIVD com preditores de obesidade, risco

cardiovascular e preensdo.

MEEM CDR AIVD Valor-p
R R R

IMC

GC 0,164 - -0,074 -
SHAZ 0,265 -0,195 0,279 0,023/0,016
RCQ

Go -0,014 - -0,458 0,001
SHAZ -0,407 0,305 -0,513 <0,001

Preensdo Direita

GC 0,302 - 0,285 0,001/<0,001

SHAZ 0,651 -0,316* 0,281 <0,001/0,006/0,015
Preensidoc Esquerda
GC 0,264 - 0,434 0,006/<0,001

SHAZ 0,638 -0,286 0,262 <0,001,/0,014,/0,025
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Esta etapa faz menséo a perda de forca muscular em relagdo a presenga ou
ndo do deficit cognitivo. E sabido que ha reducio deste pardmentro com o
envelhecimento, independente da presenca ou ndo do déficit cognitivo aqui
discutido. Por isso, concideramos o0 grupo controle como a base real das medidas
de dinamometria manual em quilograma for¢ca (Kgf), para perda de forca
relacionada a doenca, sendo os valores de referencia segundo Bohannon et al.,
2006, maior que 24,8-34,7 Kgf para homens e 16,0-19,9 Kgf para mulheres
(Figura 13).

O resultado de forca de preencdo manual direita e esquerda, nos grupos
controle (GC) e casos (SHAZ) comparados entre si, controle versus controle (A)
ou caso versus caso (B) — comparacédo de géneros e comparados caso/controle
(©).

Quando se analisou entre grupos o IMC, observa-se que ndo houve
diferenca estatistica entre os indices, mas vale ressaltar que foi observado no
grupo caso uma ligeira tendéncia a um IMC maior para as mulheres, no entanto
guando comparados ao controle, este, independente do género se mostrou mais

elevado que no grupo caso (Figura 14)
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Figura 14 Comparacdo da forca de preencdo direita (D) e esquerda (E) entre géneros de um
mesmo grupo e entre caso/controle. A: controle versus controle, B: Caso versus caso, C
comparacdo de géneros e comparados caso/controle. GC-H; grupo controle homem, GC-M
grupo controle mulher, SHAZ-H, grupo caso homem; SHAZ-M, grupo caso mulher
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Observa-se que h& presenca de diferenca estatisticamente significante
entre mulheres do grupo controle e mulheres do grupo caso (p = 0,003), sendo
gque em ambos ha maior perda de forca presente em individuos do grupo caso
(p<0,001).
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o 15
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0.5
0.0
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Figura 15 Comparagio do Indice de massa corporea IMC, entre géneros de um mesmo grupo e
entre casol/controle.  A: controle versus controle, B: Caso versus caso, C. comparagdo de
géneros e comparados casol/controle. GC-H; grupo controle homem, GC-M, grupo controle
mulher; SHAZ-H, grupo caso homem; SHAZ-M, grupo caso mulher.

6.4 Analise de Colesterol total e triglicérides

Analisados o0s parametros bioquimicos, colesterol total e triglicérides,
apenas o colesterol mostrou correlagéo significante inversamente proporcional ao
estadiamento da doenca e diretamente proporcional ao grau de funcionalidade do

individuo do grupo caso ( tabela 11).
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Tabela 11. Correlacdo entre MEEM, CDR E AIVD com parametros bioguimicos do
lipidograma.

R R R
COLESTEROL TOTAL
e -0,030 - 0,101 -
SHAZ 0,498 -0,254* 0,304* 0,030/0,008*
TRIGLICERIDES
GC -0,003 - 0,152 -
SHAZ 0,010 -0,216 0,187 -

A populacdo estudada apresentou, em ambos 0S grupos, um padrao
dislipidémico, sendo o valor de referéncia utilizado para colesterol total de
190 mg/dL, valor este recomendado pela sociedade brasileira de cardiologia. Na
figura 16 veremos as relacdes entre as variagdes de colesterol total nos grupos
controle (GC) e caso (SHAZ), comparadas entre si - controle versus controle (A)

ou caso versus caso (B) — comparacdo de géneros e comparados caso/controle

(©).
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Figura 16. Niveis de colesterol total entre géneros de um mesmo grupo e entre caso/controle. A:
controle versus controle, B: Caso versus caso, C: comparacdo de géneros e comparados
caso/controle. GC-H; grupo controle homem, GC-M, grupo controle mulher; SHAZ-H, grupo caso
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homem; SHAZ-M, grupo caso mulher.

Observou-se que ha presenca de hipercolesterolemia em ambos 0s grupos
e géneros, porém nas mulheres a taxa foi mais alta. Nao houve diferenca
estatisca neste caso (p=0,006).

Para triglicérides, a populacdo estudada apresentou em ambos 0S grupos um
padréo dislipidémico, sendo o valor de referéncia utilizado para triglicérides ideal
total de 150 mg/dL e limitrofe 200 mg/dL, valor este também recomendado pela
sociedade brasileira de cardiologia. Na figura 17 estao apresentados as relacdes
entre as variacdes de triglicerideos nos grupos controle (GC) e caso (SHAZ)
comparados entre si - controle versus controle (A) ou caso versus caso (B) —

comparacao de géneros e comparados caso/controle (C).
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Figura 17. Niveis de triglicérides entre géneros de um mesmo grupo e entre caso/controle. A:
controle versus controle, B: Caso versus caso, C: comparacdo de géneros e comparados
caso/controle. GC-H; grupo controle homem, GC-M, grupo controle mulher; SHAZ-H, grupo caso
homem; SHAZ-M, grupo caso mulher.

Observou-se que ha aumento dos triglicerideos em ambos os grupos e
géneros. Quando comparados 0s grupos entre si, houve diferenca significante
para as mulheres doentes e quando comparamos caso e controle encontramos
diferenca significante para os homens doentes, apresentando uma taxa mais
baixa que os demais grupos (p = 0,004).
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6.5 Anélise da Funcao Cognitiva e Nivel de Independéncia Funcional

Est4 analise mostra as variaveis chaves do trabalho, buscando entender o
comportamento funcional diante da presenca ou ndo do deficit cognitivo, se
houve alteracdo de ambos, para as Atividades Instrumentais de Vida Diéaria
(AIVD) que compreendem as atividades que dao suporte as atividades de vida
diaria em casa ou na comunidade e que, frequentemente, exigem interacoes
mais complexas que as atividades basicas. O score dessas atividades é
decrescente (de 21 a 0) sendo quanto mais baixo mais dependente o individuo
se encontra para tal atividade.

No resultado das variacdes de funcdo cognitiva (MEEM), estadiamento do
déficit cognitivo (CDR) e grau de independéncia functional para atividades
instrumentais de vida diaria (AIVD) nos grupos controle (GC) e casos (SHAZ)
comparados entre si - controle versus controle (A) ou caso versus caso (B) —
comparacao de géneros e comparados caso/controle (C).

Encontramos em ambos os grupos diferencas reais quanto a analise de
funcionalidade, onde os idosos doentes sdo mais dependentes que o0s
encontrados no grupo caso, independente do género. Este resultado sugere que
a atividade funcional apresente uma relacdo diretamente proporcional ao nivel
cognitivo (dependéncia parcial ou total foi encontrada com scores menores que
15) p < 0,001. (figura 13)
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Figura 13. Comparag¢do do nivel cognitivo, grau de comprometimento e funcionalidade entre
géneros de um mesmo grupo e entre caso/controle. A: controle versus controle, B: Caso versus
caso, C: comparacao de géneros e comparados caso/controle. GC-H; grupo controle homem,
GC-M, grupo controle mulher; SHAZ-H, grupo caso homem; SHAZ-M, grupo caso mulher.
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6.6 Modelo de regresséo logistica para os dados Clinicos

Realizou-se um modelo de regressdo logistica com as variaveis
demograficas e de doencas crbnicas significantes, oriundas da Tabela 12. Em
negrito estao apresentados os casos em que o Odds Ratio (razdo de chances) foi

significante.

Tabela 12. Regresséo logistica com vériaveis demogréficas e doencgas cronicas

OR ajustado
Variaveis IC (OR)
OR LI95% LS 95% valor-p(OR)
Ensino Fundamental 2,194 0,841 5,720 0,1082
Escolaridade Ensino Médio 0,788 0,252 2,465 0,6821
Ensino Superior 1
até 69 anos 1
. . 70 a 79 anos 1,658 0,710 3,873 0,2429
Faixa Etaria
80 a 89 anos 3,849 1,465 10,112 0,0062
90 ou mais 15,000 1,552 144,964 0,0193
o ) Sim 3,166 1,527 6,566 0,0020
Dislipidemia .
N&o 1
o . Sim 0,138 0,023 0,834 0,0310
Atividade Fisica .
N&o 1

Pode-se inferir, a partir da Tabela 11, que os individuos que possuem 90 ou
mais anos de idade possuem 15 vezes chances mais de apresentar a doenca do
gue 0s gue possuem até 69 anos, que neste caso é a categoria de referéncia. Os
gue possuem dislipidemia possuem 3,166 vezes chances mais de ter a doenca.
Entretanto, aqueles que praticam atividade fisica possuem menor chance de
apresentar as alteracBes cognitivas, quando comparado aqueles que nao
praticam. (OR=0,138)
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CAPITULO 2: ASPECTOS GENETICOS EM UMA POPULACAO DE IDOSOS
PORTADORES DE ALTERACOES COGNITIVAS

RESULTADOS

6.7 Proporcao dos Alelos balizadores de ApoE e gendétipos ERS1 e PON1
entre os géneros.

Buscando saber se haveria diferenca entre as propor¢oes dos genes em relagao a
cada género, a tabela 13 mostrara tal proporcéo.

Tabela 13. Descricdo das proporgdes dos genes entre géneros

SEXO
Variaveis / Categorias Masculino Feminino valor-p
M 4% M 4%
5im a 36,4% 74 8. 7%
EZ2 . ' ' 0,050
l-g Mao 14 G63,6% 52 41,3% '
3:- 5im 20 a0,9% a3 73.8%
E3 . 0,082
o Mao 2 9,1% 33 26,2%
/1]
= Sim 7 31.8% 50 39.7%
E4 - 0,484
Mao 15 68,2% 76 60,3% '
= Sim a 36,4% 10 7.,9%
= FF . 0,050
0. Mao 14 G3,6% 116 92 1%
Lo ]
] Sim 14 G3,6% 83 G5,9%
o P - ) ) 0.839
ui P N0 3 36,4% 43 34,1% '
e Sim 0 0,0% 33 26,2%
(] pp - 0,033
Mao 22 100,0% a3 73.8%
— 5im 2 9.1% 12 9.5%
K] HX - i i 0,999
é‘ Mao 20 a0,9% 114 a0.5% '
— 5im 15 G8.2% GG 82 4%
oL xx - 0,169
o ET 7 31,8% B0 47 6%
o 5im 4 22 T% 43 38, 1%
c ; .
XK . 0,165
O ED 17 77.3% 78 61,9% '
5im 7 31,8% 18 19,8% 0.650
o o Mao 15 68,2% 73 80,2% !
E E 5im 4 18,2% 31 34 1%
o AG2 . 0,148
a E Mao 18 81,8% a0 65,9%
g 2 Sim 10 45 5% 26 28,6%
(G} GG2 . 0127
Mao 12 54, 5% G5 71,4%

Os resultados demostram que a proporcéo relacionada ao género para cada
gene foi relevante para o alelo E2 e gendtipo PP (ERS1- Pvull) para o sexo

feminino, enquanto para o sexo masculino apenas AG1, relativo a rs622.



6.8 Frequéncias dos Alelos balizadores de ApoE e gendtipos ERS1 e PON1
entre os géneros e grupos.

O resultado da distribuicdo dos alelos foco do estudo, entre géneros e grupos
de estudo caso/controle. Enquanto a tabela 15 mostra o resultado da distribuicéo
dos gendtipos encontrados para os genes ligados ao receptor de estrogénio e a
PON 1.(Tabela 4)

Tabela 14. Distribuicdo dos alelos da ApoE entre os sexos nos grupos caso e controle

A . Caso Controle
Variaveis | Categorias

Masculino Feminino Masculino Feminino

Sim ] 21 3 53
E2
. Nio ] 17 9 35
o
a Sim 9 24 11 69
o E3
u Nio 1 14 1 19
< :
Sim 4 23 3 27
E4
Nio 6 15 9 61

Tabela 15. Distribuicdo dos Genotipos de ERS1 e PONL1 entre 0s sex0s nos grupos caso e controle

o ) Caso Controle
Variaveis / Categorias

Masculino Feminino Masculino Feminino

2 Sim 1 1 T 9
:
< Nio 9 36 5 80
2 Sim 9 20 5 63
Pp
(F1) .
0 Mo 1 17 T 26
o Sim 0 16 0 17
© pp
Nio 10 21 12 72
_ Sim 0 4 2 8
3 XX
= Nio 10 13 10 81
— Sim 6 24 9 42
i xx
o Nio 4 13 3 47
[FT]
o Sim 4 9 1 39
[T XX
® Nio 6 28 11 50
Si 3 21 4 13
o AA1 "
w0 Nio 4 17 11 40
™
= Sim 2 11 12 15
= AG1 )
S Mo 5 27 3 38
< Sim 1 5 2 15
c GG1
g Nio 6 33 13 38




3im 2 9 3 9

- o Nio 5 29 10 44
= I~
0 [47]
a o Sim 1 8 3 23
[T=] AG2
c N N30 6 30 12 30
L1 -
9 Sim 3 18 7 8
GG2
Nsio 4 20 8 45

Foi observada a maior prevaléncia dos alelos balizadores do estudo E3 e E4
no grupo caso, para o sexo feminino, E3 para o sexo masculino. Ja para os
polimorfismos, o padrdo heterozigoto em ambos os géneros foi visto na avaliagao
para receptores de estrogénio (Pp e Xx). Quando analisados os polimorfismos no
grupo caso, para o gene PON 1 rs622 a forma mais prevalente foi a selvagem (AA)
em ambos 0s géneros e no polimorfismo rs705379 a presenca do polimorfismo
homozigoto mutado (GG) também para ambos os sexos, ndo apresentando
padronagem diferente entre géneros.

Ja no grupo controle a prevaléncia dos polimorfismos E2/E3 para 0 sexo
feminino, E3 para o masculino. O padrdo heterozigoto para receptores de
estrogénio para o sexo feminino (Pp/ Xx), homozigoto no caso da Pvull (PP) e
heterozigoto no caso de Xbal (Xx) para o sexo masculino. Em relagdo a PON 1
rs622 a forma mais prevalente foi a heterozigoto (AG) e homozigoto mutado (GG)
para o sexo feminino, enquanto para o masculino prevaleceu a forma heterozigoto
(AG). Ja no polimorfismo rs705379 a presenca mais prevalente foi do polimorfismo
heterozigoto (AG) para o sexo feminino e homozigoto mutado (GG) para 0 sexo

masculino.

6.9 Prevaléncia dos Alelos balizadores de ApoE e gendtipos ERS1 e PON1

nos diferentes graus de evolugcdo da doenca segundo a CDR.

A fim de saber se haveria diferenca de prevaléncia, quando levado em
consideracdo o grau de acometimento da doenca, a tabela 16 apresenta as
frequéncias e percentagens presentes em cada grau de evolucdo da doenca,
indicado pela variavel CDR para os alelos de ApoE e genétipos para ERS1 e
PON1.



Tabela 16. Frequéncias e porcentagens presentes em cada grau de evolucdo da doenca, indicado

pela variavel COR.

CDR
Variavel / Categorias 1 2 3
M % M % M %
E2 5im 19 59.4% G 50,0% 1 25,0%
"g Mao 13 40,6% G 50,0% 3 75,0%
.5':' 5im 20 62,5% g 75,0% 4 100,0%
E3 .
—: Mao 12 37 5% 3 25,0% ] 0,0%
=S E4 5im 18 56,3% G 50,0% 3 75,0%
= MEo 14 43,8% G 50,0% 1 25,0%
E 5im 1 3.2% 1 3,3% i 0,0%
H PP = T T T
g Mao 30 96,8% 1 91,7% 4 100,0%
ﬁ o 5im 21 67,7% 7 58,3% 1 25,0%
5 P Mao 10 32,3% 5 41,7% 3 75,0%
LU
Mao 22 71,0% a 66,7% 1 25,0%
= XX 5im 4 12,9% ] 0,0% ] 0,0%
ﬁ Mao 27 a7, 1% 12 100,0% 4 100,0%
b Sim 19 61,3% 9 75,0% 2 50,0%
o Hx
ﬁ Mao 12 38,7% 3 25,0% 2 50,0%
5 5im a 25,8% 3 25,0% 2 50,0%
X -
o Mao 23 T4,2% g 75,0% 2 50,0%
ol Sim 18 56,3% 4 44 4% 2 50,0%
'-"“ﬂ AAT .
w Mao 14 43 8% 5 55,6% 2 50,0%
= Sim g9 28,1% 2 22 2% 2 50,0%
= AGT M , ; ;
E Mao 23 71,9% 7 77 .8% 2 A0,0%
o Sim 4 12 5% 2 22 2% 0 0,0%
c GG1 .
S Mao 28 87 5% 7 77 8% 4 100,0%
a Sim 8 25 0% 3 33.3% 0 0,0%
= ME - '3 '3 '3
o Mao 24 75,0% G 66,7% 4 100,0%
T3]
E Sim 7 21,9% 1 1M.1% 1 25,0%
P AG2 .
: Mao 25 78, 1% 8 88,9% 3 75, 0%
= Sim 16 50,0% 2 22 2% 3 75,0%
o GG2 .
o Mao 16 50,0% 7 77,8% 1 25,0%
i1}
c
[T
L)

Os resultados nao apresentam nenhum padrao, entretanto, pode-se destacar
as variaveis PP, XX e GG1, que apresentam altos indices de auséncia dos genes
em todos os graus. Quando avaliado a prevaléncia, o alelo E2, gendtipos
PP/Pp/pp, XX/Xx/xx, todas as formas de polimorfismos para rs622 e o homozigoto
mutado (GG) para rs705379 aparecem no grau mais leve da doencga, enquanto

E3/E4 e AG para rs705379 encontram-se mais prevalentes no grau mais elevado



da doenca.

6.10 Associacdo da presenca dos Alelos balizadores de ApoE e gendétipos

ERS1 e PON1 com a presenca de alteracao cognitiva.

A Tabela 17 apresenta os resultados dos testes que visaram verificar se
existia alguma associacédo entre o fato do paciente apresentar os determinados
genes, e se encontrar No grupo caso.

Tabela 17: Teste de associagdo entre os genes e 0s grupos

e . CASO COMTROLE
Variaveis/ Categorias valor-p
M M% M M%
Sim 26 54.2% 56 56,0%
E2 - ' ' 0,834
"'g‘_ Mao 22 45,8% 44 44.0% '
o Sim 33 68,8% 80 80,0%
v E3 . ' ' 0,132
% Mao 15 31,.3% 20 20,0%
=y Sim 27 56,.3% 30 30,0% .
B4 Mao 21 43,8% 70 70,0% 0.002
5im 2 4.3% 16 15,8%
2 PP ) ' ' 0,045*
o Mao 45 95,7% 85 84.2%
=l .
7y 5im 29 61,7% 63 67.3%
o ' ' .
w i Mao 18 38.3% 33 32.7% 0.503
L
c 5im 16 34,0% 17 16,8%
O pp . ' ' 0,019*
Mao 31 66,0% 84 83,.2%
= Sim 4 8.5% 10 9.9%
3 *X . ) ) 0,99
= Mao 43 91,5% 81 90,1%
a Sim 30 63,8% 51 50,5%
2 *x . ' ' 0,129
1T Mao 17 36.2% 50 49.5%
c Sim 13 27 7% 40 39,6% 0.158
w X - .
Q Mao 34 72,3% 61 60.4% '
by Sim 24 53.3% 17 25,0%
w AAT . ) ) 0,002%
il Mao 21 46,7% 51 75,0%
E AG Sim 13 28,9% 27 39.7% 0.239
E Mao 32 71,1% 41 60.3% =
b Sim & 13,3% 17 25,0%
o GG1 ) , S 0132
5] Mao 39 86,7% 51 75.0%
Sim 11 24.4% 14 20,6% 0629
- Mao 34 75,6% 54 79.4% =
[ 1]
E e Sim 9 20,0% 26 38.2%
o wn AGZ . ) , 0,042*
o 2 Mao 36 80,0% 42 61.8%
g L Sim 21 46,7% 15 22.1%
G GG2 0,006

EL 24 53.3% 53 77.9%




Os genes E4, PP, pp, AAl, AG2 e GG2 exibiram uma associacao

significante com os grupos, baseado . Sendo E4, pp, AAl e GG2 apresentando

associagédo com o grupo caso e PP e AG2 com o grupo controle.

6.11 Associacdo da presenca dos Alelos balizadores de ApoE e gendtipos

ERS1 e PON1 com a presencga de alteracao cognitiva, segundo género e

apresentacao da razao de chances.

Os resultados da tabela 18 reforcam a associacdo entre a presenca dos

genes e 0S grupos caso e controle, entretanto, desta vez, os dados foram

separados por sexo masculino e feminino, e as razbes de chances foram

calculadas.

Tabela 18: Teste de associacdo entre os genes e os grupos, separados pelavanavel Sexo.

Feminino

Variavel / Razdo de Masculino Razdo de
i valor-p valor-p
Categoria caso  COMTROLE chances  caso  CONTROLE chances
sim 21 53 5 3
w E2 0,694 0,816 0,378 3
8 Nio 17 35 5 g
o
a e Sim 24 69 g 11
. 0,082 0,472 0,999 0,818
= Nio 14 19 1 1
< gg o 2 27 0,003* 3,464 ! 3 0,652 2
Nio 15 61 ’ ' B g ’
Sim 1 g 1 7
- PP 0,279 0,247 0,031* 0,079
0 Nio 36 80 g 5
w3 P =im 20 o3 0,098 0,486 ’ ° 0,031* 12,6
e P os 17 26 ' ' 1 7 ' '
© Sim 16 17 oore 3220 0 0
PPnEe 21 72 ’ ' 10 12 i
Sim 4 8 0 D
- XX 0,746 1,227 0,481 -
brd Nio 33 81 10 10
E E Xx sim 24 + 0,081 2,066 ° ’ 0,652 0,5
§ = Nio 13 47 ' ' 4 3 ' '
© o oMo 8 39 0,046% 0,412 ! ! 0,135 7,33
Nio 28 50 ’ ' B 11 : '
An SIm 2T = 0,004* 3,801 ; ) 0,63 2,063
= 1 Nao 17 40 ’ ’ 4 11 ’ ’
o o Si 1 15 2 12
o & AG 1m ®
s ¥ 1 NEo 27 - 0,999 1,032 ; 5 0,052 0,107
[ R
Sim 5 15 1 2
@ G1G . 0,123 0,384 0,999 1,083
Nio 33 38 6 13
Aa SIm 9 ? 0,439 1,517 ; ; 0,999 0,8
E M 2 Nao 29 44 r ' 5 10 ' ),
I~
O m Sim 8 23 1 3
o AG *
: % > NEo 30 0 0,043 0,348 5 o 0,999 0,67
U = R
Sim 18 8 3 7
© GQG . 0,001* 5,063 0,999 0,857
Nio 20 45 4 8




Novamente os valores destacados mostraram as diferencas estatisticas.
Pode-se inferir que o paciente do sexo feminino que possui 0 gene E4, tém uma
chance 3,46 vezes maior de ter a doenca do que a paciente que ndo possui este
gene. Da mesma forma, o paciente do sexo masculino, que possui o gene Pp tém
uma chance 12,6 vezes maior de apresentar a doenca do que a paciente que nao
apresenta este gene.

Avaliando toda a expressao génica desta tabela, observa-se que a presenca
de E4, pp, AAl e GG2 aumentam as chances de desenvolver um processo
demencial em mulheres, j& xx e AG2 parecem atuar como protetores. Quando
observado a expressdo dos polimorfismos no género masculino, a presenca do
polimorfismo de Pwvull heterozigoto “Pp” aumenta muito as chances do
desenvolvimento de um processo demencial e os polimorfismos que agem entao
como protetores seriam o homozigoto de Pvull “PP” e o0 heterozigoto AG1l do
polimorfismo rs622 do gene PONL1.

6.12 Relacdo da presenca dos Alelos balizadores de ApoE e genédtipos ERS1
e PON1 com as variaveis continuas AIVD, for¢ca de preenséo e IMC.

Visando estudar a hipotese de uma relacdo dos achados genéticos com as
variaveis continuas importantes levantadas no exame fisico dos pacientes e
mostradas no primeiro capitulo desta tese, foram escolhidos trés dados clinicos,
representativos das teorias propostas que norteiam o diagnostico de deméncia
para testar a hipotese de uma ligacdo com a expressao génica proposta neste
capitulo.

A tabela 19 exibe os resultados relacionados as variaveis continuas ligadas a
avaliacdo clinica mostrada no conjunto de dados do capitulo um. Neste caso,
observou-se que existiam diferencas nessas variaveis entre 0s pacientes que
possuiam os determinados genes e aqueles que ndo tinham. Os valores-p nas
duas primeiras variaveis sdo oriundos do teste de Mann-Whitney, enquanto o0s
demais do teste t. Nessa tabela também estdo apresentados, as médias de cada
categoria das variaveis e os valores-p, que indicam se a diferenca entre estas é
significante estatisticamente, o parametro de obsidade IMC foi escolhido pela vasta

discussdao em ambito ciéntifico, de sua influéncia na apresentagdo da doenca.



Tabela 19: Testes de comparacdo entre grupos

Variivel / AIVD Forca de preencdo D Forca de preencdo E IMC
anave. - valor-p . valar-p L .
Categoria Meédia (W) Media (MW) Média wvalor-p(T) Média wvalor-p(T)
Sim 17,72 159,26 18,59 1,59
E2 . 0,43 0,44 0,89 0,17
w Mio 16,57 19,79 18,79 2,07
Sim 17,39 20,08 19,15 2,02
E‘ =] - 0,51 0,05* 0,23 0,82
- Mio 17,37 17,63 17.15 2,04
o Sim 16,42 17,48 16,85 2,06
a E4 N 0,01* 0,07 0,05* 0,38
Mic 17,99 20,76 19,83 201
Sim 18,17 15,01 18,39 1,57
PP . 0,25 0,84 0,90 0,45
- Mio 17,32 19,71 18,86 2,03
Sim 17,75 20,53 19,75 2,04
E = Fp . 0,72 0,05* 0,07 0,40
g 2 Mio 16,80 17,90 17,06 1,99
o Sim 16,06 17,30 16,23 2,00
o pp . 0,19 0,04* 0,05* 0,71
Mio 17,82 20,29 19,57 2,03
Sim 19,50 18,50 18,61 177
- XX . 0,13 0,72 0,92 0,01*
o _ Mio 17,21 19,74 18,35 2,05
w s sim 17,02 20,17 19,53 2,02
e 2 X . 0,22 0,51 0,27 0,95
£ Mio 17,91 18,97 17,98 2,03
v Sim 17,49 19,09 17,82 2,09
o - 0,72 0,65 0,28 0,08
MNage 17,39 19,92 159,35 1,55
Sim 15,78 18,08 17,14 1,94
- AAT . 0,03* 0,49 0,48 0,18
= Nio 17,38 19,56 18,46 2,04
[} "
Qa sim 17,18 20,12 18,73 2,05
o 8 AG1 . 0,49 0,36 0,53 0,33
t Mio 16,59 18,42 17,57 1,98
[} R
5im 17,39 19,87 18,55 2,05
© GG1 . 0,33 0,54 0,75 0,43
Nio 16,64 18,81 17,83 1,99
Sim 17,36 19,57 18,79 1,95
- AA2 . 0,45 0,83 0,63 0,37
= . Nio 16,64 18,87 17,75 2,02
o % Sim 18,29 19,27 17,80 2,04
e D AG2 . 0,04* 0,82 0,89 0,40
2R Nio 16,13 18,92 18,06 1,98
a -
S5im 14,72 17,45 16,02 2,02
© GGz . <0,001* 0,26 0,13 0,73
MNio 17,77 19,76 18,89 2,00

Foi observado entdo, que a presenca dos polimorfismos E4, AAl, AG2 e GG2
apresentavam ligacdo com a perda de funcionalidade. Os polimorfismos nos genes
E4, E3, Pp e pp apresentaram ligacdo com a perda de forca observada na amostra

e 0 Unico polimorfismo que apresentou ligagdo com IMC foi 0 XX.



6.13 Sinergias entre a presenca dos alelos balizadores de ApoE e gendtipos

ERS1 e PON1 e arazao de chances de expressar deméncia.

Por fim, foi construido um modelo de regresséao logistica binaria (tabela 19),
cuja variavel resposta ou dependente, é a variavel Grupo (caso e controle). O
objetivo é verificar se o fato do paciente possuir mais genes aumenta as chances
de ele ter a doenca. Além do modelo com todos os pacientes, outros 2 foram
construidos, baseados nos pacientes de cada sexo, estes modelos foram

construidos pelo departamento de estatitica da UFES.

Tabela 19: Modelo de regressao binéria para andlise de interacao entre genétipos

1IC 95% OR
Modelo B Wald valor-p OR
LI LS
Genes - geral 0,78 15,451 <0,001* 2,182 1,479 3,219
Genes - masculino 0,037 0,015 0,903 1,038 0,569 1,892
Genes - feminino 1,102 17,890 <0,001* 3,010 1,809 5,010

*LS: Limite inferior do interval de confianga, LI: Limite inferior do interval de confianca.

No modelo geral, observou-se que para cada gene adicional, o paciente tem
uma chance 2,182 vezes maior de possuir a doenca. No modelo com os pacientes
do sexo masculino ndo foi observada significancia, enquanto no caso feminino,
constatou-se que para cada gene adicional, o paciente tem uma chance 3,010
vezes maior de possuir a doenca, sugerindo deste modo o género feminino ser um

fator de risco genético.

7. DISCUSSAO

7.1. Caracterizagdo demogréfia e clinica da amostra

O crescimento da populagéo idosa € um fendmeno mundial. Desse modo, a
identificacdo de individuos com potencial risco de desenvolver deméncia torna-se

fundamental.

No presente estudo, a populacédo apresentou uma mediana de idade de 79
anos para mulheres e 78 anos para homens, tratando assim de uma populacao
homogénia neste quesito. Segundo Custodio et al (2017), o aumento da populacao
dos idosos de 80 anos ou mais, também conhecido como "velho mais velho" ou

"muito idoso", sera ainda mais pronunciado, passando de 1,7% da populacdo para



4,5% no mesmo periodo. Segundo Bongaarts (2009), em comparagdo com O0S
paises europeus e norte-americanos, a América Latina estd percorrendo esta
mudanca sem precedentes ante uma taxa significativamente mais rapida. Estudos
revelam que a prevaléncia de deméncia aumenta com o tempo, duplicando todos
0s cinco anos de idade até a idade de 65 anos. Ele cresce de 2,40% (IC 95%) no
grupo 60-64 a 33,07% (CI 95%) no grupo 90-94 (NITRINI et al., 2009), tais

informes corroboram com 0s encontrados em nosso estudo.

Quanto a incidéncia segundo género, obteve-se maior parcela da populacéo
de mulheres em ambos 0s grupos sendo 0 grupo caso composto por 84,9% de
mulheres e 15,1% de homens. Estudos realizados na América Latina mostraram
taxas ligeiramente mais altas para participantes do sexo feminino, em todas as
faixas etarias (NITRINI et al., 2004). Taxas semelhantes foram relatadas em
estudos realizados na Europa (LOBO et al.,, 2000, WINBLAD et al., 2016), Los
Angeles, india e China (PRINCE et al., 2013), também corroborando com os dados

apresentados neste estudo.

Em relacdo a raca mais acometida, temos a raga branca com 45,2% da
populacdo do grupo caso e ndo ha amparo literario que explique a interacdo entre

raca e a revaléncia de deméncia.

Se tratando do nivel de escolaridade dos individuos, a populagdo com
ensino fundamental ou fundamental incompleto apresentou maior déficit cognitivo,
totalizando 71,2% da amostra. Segundo Custodio et al. (2017), um relacionamento
inverso demonstrou existir entre nivel educacional e deméncia. A prevaléncia de
deméncia em Lima atingiu 3,7% de individuos com mais de 8 anos de escolaridade
e 15,2% de analfabetos (CUSTODIO et al.,, 2008). Através de uma analise
univariada, o estudo realizado em Catanduva/Brasil, também revelou maior
incidéncia de deméncia entre os analfabetos (NITRINI et al., 2004). No Chile, dois
estudos relataram maior prevaléncia de comprometimento cognitivo e deméncia
em contextos rurais e em pessoas com baixos niveis educacionais: 0
comprometimento cognitivo foi 5,6 vezes maior entre adultos com baixos niveis
educacionais (17,2%) em comparacdo com aqueles com niveis educacionais
elevados (GONZALEZ et al., 2009; ENS, 2010; FUENTES E ALBALA, 2014).
Pode-se verificar que tais populacoes demostraram caracteristicas semelhantes
com as encontradas na populagcéo do presente estudo, sugerindo a adequacao da

populacéo representativa para a América Latina.

Dentre as condicdes crénico-degenerativas que afligem idosos, destacam-



se a hipertenséo arterial, o diabetes mellitus, a osteoporose, a aterosclerose e as
deméncias. A hipertencdo Arterial € uma doencga extremamente prevalente na
terceira idade. Segundo Vasan et al. (2001), a pressao arterial aumenta
linearmente com a idade. Em individuos jovens, a hipertensdo decorre mais
freqientemente apenas da elevacdo na pressao diastolica, enquanto a partir da
sexta década o principal componente é a elevacdo da pressdo sistélica
(FRANKLIN et al 2005). Em individuos idosos da cidade de Bambui/MG, 61,5%
apresentavam hipertensdo arterial (FIRMO et al., 2003). E sabido a que as
doencas cerebrovasculares apresentam relacdo com o processo deméncial.
Existem estudos que sugerem esta ligacdo, no entanto, ndo ha bases literarias
sélidas que esclarecam a ligacao direta entre a hipertensdo arterial e a DA. Nossos
resultados mostraram uma larga incidéncia da demencia, sendo que 78,1% do

grupo caso apresentavam hipertensao arterial.

Segundo Havlik et al. (2002), individuos hipertensos apresentam pior
desempenho em testes neuropsicoldgicos. Estudos mais recentes sugerem que 0s
individuos hipertensos tém maior chance de ocorréncia de deméncia e deficiéncia
fisica do que os individuos normotensos (JOHNSON et al., 2008; ELIAS et al.,
2012; FARACO e IADECOLA, 2013). As funcBes cognitivas, especialmente as
fungbes executivas (CHAND; DHAMALA, 2016b), sdo amplamente relatadas como
prejudicadas em individuos hipertensos (VICARIO et al., 2005; GORELICK e
NYENHUIS, 2012; HAJJAR et al., 2016). Os individuos com hipertensao tém maior
chance de ocorrer disfuncdo executiva antes dos individuos com normotenséo, o
gue indica uma potencial associacdo vascular cognitiva (OVEISGHARNA e
HACHINSK, 2010). No entanto, existem estudos de neuroimagem muito limitados
gue investigaram as bases neurais da hipertensdo no declinio cognitivo (LI et al.,
2015). Apesar de varios estudos relatarem a alta prevaléncia das duas
enfermidades, ainda h& necessidade de maior embasamento literario que reuna

informacgdes sobre a interrelacéo fisiopatologica destas doencas.

O que chamou mais atencdo, foi a prevaléncia de dislipidemia nesta
populacdo aonde 69,9% dos individuos do grupo caso apresentaram esta
disfuncéo, sugerindo sua ligagcdo com a perda cognitiva. A dislipidemia pode ser o
resultado de fatores genéticos e de dieta, e varios subgrupos lipidicos, incluindo
acidos graxos (saturados ou insaturados), triglicerideos, colesterol e fosfolipidos,
séo alterados na DA. (SRIDHAR et al.,2015; WANAMAKER et al., 2015; MOON et

al.,, 2016). A hipertrigliceridemia € a principal dislipidemia ligada a sindrome



metabolica, uma sindrome que também inclui obesidade e resisténcia a insulina.
Na verdade, estudos que investigam o papel dos lipidios no cérebro revelaram
metabolismo lipidico anormal como um processo fisiopatoldgico importante no
desenvolvimento de DA (CREEGAN et al., 2015; FOLEY et al., 2016). As dietas
gue consistem em um aumento do consumo de gorduras saturadas e trans
envolvem uma maior incidéncia de DA, enquanto as dietas ricas em gorduras
saudaveis sdo protetoras (HANSON et al., 2015; LUCHSINGER et al., 2004). O
excesso de ingestdo de gordura saturada aumenta os lipidios circulantes, incluindo
FFAs e citocinas inflamatérias e requer uma redistribuicdo do teor de lipidios nas

células.

O aumento dos niveis de lipidios pode afetar importantes funcdes celulares
envolvidas em DA, incluindo flexibilidade da membrana celular, potencial de
reducdo-oxidagao e agregacao de AR (LIM et al., 2014). O metabolismo lipidico
esta intimamente associado ao processamento da APP, o0 que resulta em aumento
da producao de AB (DI PAOLO, 2011). Isso sugere que a dislipidemia possa ser
um fator de risco de estrema ligagcdo com proceso demencial, inplicando em seu

diagnostico.
7.2 Correlacéo entre Variaveis Clinicas, Déficit Cognitivo e Funcionalidade

Em um primeiro momento, avaliamos se haveria correlagdo entre variaveis
ligadas a indices preditivos de obesidade com o deficit cognitivo. Visto que 98,1%
da populacdo desse estudo fazia pratica de alguma atividade fisica, também foi
avaliada a relacdo com a independéncia funcional, que afeta substancialmente a

gualidade de vida de idosos portadores de alguma deméncia.

Neste conjunto de dados, foi possivel apontar uma fraca correlagéo entre a
funcionalidade dos individuos do grupo controle com a medida de percentual de
gordura excedente e peso excedente. Ndo apresentando relacéo estatisticamente
significante quanto a estes fatores e a perda cognitiva. Porém, segundo Gunstad et
al. (2010), crescem as evidéncias de que a obesidade é fator de risco
independente para disfuncdo cognitiva, com prejuizo principalmente da funcéo

executiva, o que impactaria a independéncia funcional que mostrou correlacgéo.

O impacto negativo do excesso de peso e de gordura corporal sobre a
funcao cognitiva ja foi observado em criancas, adultos, jovens e idosos (LI, 2008).
Apés os 85 anos, a relacdo se inverte e, quanto menor O peso, maior o

comprometimento cognitivo (BOEKA, 2008). Este dado corrobora com o



apresentado neste estudo, onde os dados mostram a existéncia de correlacéo fraca
para os individuos portadores de déficit cognitivo, relacionado ao indice de massa
corpérea e moderada para a relacao cintura quadril. Esse resultado sugere que o
risco cardiovascular e obesidade podem ser fatores de risco para incapacidade
funcional, para o desenvolvimento de transtornos cognitivos e possivel evolucéo

para uma deméncia.

Desta forma pode se ter como proposta que durante a avaliacdo para
delimitar um processo diagnéstico de deméncia, se deve ter atencdo aos disturbios
metabodlicos relacionados a obesidade. Varias revisdes sistematicas e meta-
analises foram publicadas em estudos epidemiolégicos que exploraram as
relagcbes de IMC padrao, de baixo peso, sobrepeso, e obesidade na meia idade
com risco de deméncia na idade avancada (ANSTEY et al.,2011;BEYDOUN et al.,
2008; EMMERZAAL et al., 2015; GOROSPE et al.,2007; PEDDITIZI et al., 2016).
No entanto, a evidéncia esta se expandindo rapidamente e tornou-se altamente
conflitante. Alguns autores consideram a associagao entre o IMC da meia idade e
o risco de deméncia como positiva (ROSENGREN et al., 2005; WHITMER et al.,
2005), nula (GUSTAFSON et al., 2009; ALBANESE et al., 2015; KIVIPELTO et al.,
2005) e inversa (QIZILBACH et al., 2015). Tal heterogeneidade pode ser explicada
pelo projeto do estudo e os se 0os métodos dos estudos primarios tiverem sido
introduzidos tendéncias e erros. Por outro lado, a relagéo cintura quadril € um forte
marcador preditivo para doenca cardiovascular. Acredita-se que tal correlacéo
tenha relacdo direta entre o risco cardiovascular como fator de risco para a DA e

outras deméncia.

A doenca cardiovascular da meia idade (DCV) e os fatores de risco vascular
foi associada consistentemente com um risco aumentado de comprometimento
cognitivo e deméncia (NORTON et al.,, 2014; SNYDER et al., 2015). Os
mecanismos subjacentes que explicam como as DCVs e seus fatores de risco
afetam negativamente a fungédo cognitiva sdo complexos, permanecem incertos e
provavelmente variam dependendo do tipo, idade do inicio, duragdo e gravidade
da doenca e fatores de risco ocorrendo concomitante, como baixa escolaridade e
doenca comorbidade relacionada, este dado também corrobora como que
encontramos em nossa populacdo. Além dos processos neurovasculares e de
processos neuropatolégicos, pensa-se que outras vias bioldgicas estdo envolvidas,
tais como o 6xido nitrico (NO), processo inflamatério (por exemplo, interleucina-6)

e vias de estresse oxidativo, estas duas ultimas intimamente envolvidas nas



descricOes fisiopatoldgicas da DA. Cada um desses processos e a via NO foram
implicados na fisiopatologia da DCV, fatores de risco vascular, doenca
cerebrovascular (por exemplo, AVC), comprometimento cognitivo e deméncia
(PRESSLER et al., 2010).

Analisando o outro grupo de dados, que se refere a perimétrica dos
individuos, foi observado que no grupo controle houve correlacao fraca relacionada
a avaliacdo cognitiva apenas para as medidas de térax. Porem, no grupo caso
houve correlagdo fraca para as medidas de torax, abdémen, quadril e panturrilhas
e moderada para a medida de coxa, ambas relacionadas a avaliacdo cognitiva,
sendo estas diretamente proporcionais, sugerindo que a perda de massa muscular
teria relacdo com o déficit cognitivo apresentado neste grupo.

Ja avaliando as mesmas variaveis, ainda para o grupo caso, a correlagao
entre a perda de massa dos membros inferiores é inversamente proporcional ao
estadiamento da doenca, sugerindo que a perda acontece cada vez mais nos
estagios avancados da doenca. Sendo assim, tal perda pode ser considerada um
marcador pré-clinico para deméncia. Isso € afirmado no estudo de Johnson et al.
(2006), que sugeriu que as alteracdes relacionadas a DA na composicao corporal
podem estar predominantemente relacionadas a perda de massa magra (isto €,
sarcopenia).

Embora o projeto transversal do estudo caso-controle limite nossa
capacidade de inferir relagdes causais, nossos dados sugerem que a sarcopenia
pode ser acelerada nos primeiros estagios da deméncia, estadgio este que se

encontra a maior parte da populacdo caso do presente estudo.

Quando analisado os dados, referindo-se a capacidade funcional, temos
correlacdo fraca inversamente proporcional, para o grupo controle, em braco
direito e esquerdo, e, diretamente proporcional em membros inferiores, sugerindo
qgue ha perda funcional independente do processo doenca. Porém a correlacdo
passa a moderada quando relacionada no grupo caso, mostrando assim que 0s
individuos com perda cognitiva apresentam maior grau de dependéncia
relacionado ao controle. Segundo Reis et al. (2015), o declinio da capacidade
funcional do idoso esta relacionado com o préprio processo de
envelhecimento, que tem relacdo com o comprometimento das funcdes
gerais e 0 surgimento de patologias que afetam a funcionalidade como as
deméncias, contribuindo para a dependéncia funcional, que significa restricdo ou

ajuda na participacao das atividades do dia a dia. A questdo da perda de massa



em membros inferiores € bastante relevante quanto a perda de capacidade de
marcha e risco e quedas, atividade essencial para manutencédo da indepéndéncia
para as AlIVDs. Em estudo prospectivo, Yves et al. (2013) mostrou uma alta taxa
de declinio na capacidade de caminhar em uma populacdo com DA em ILPI.
Nessa populacdo, relatou uma incidéncia anual de 12,76% de diminuicdo da
capacidade de caminhada. ApOs quatro anos, aproximadamente um tergo
(30,20%) da populacédo restante precisava de assisténcia ou havia perdido a
habilidade de caminhar. Esse dado pode ser comparado a populacdo aqui
estudada, onde foi observado uma alta incidéncia do grupo caso em ILPI. A
capacidade de caminhar tem sido relatada como um fator importante que afeta a
gualidade de vida em pacientes com deméncia (ANDERSEN et al., 2004). NOSs0S
resultados junto as bases literarias sugerem que a avaliacdo da capacidade
funcional deva ser parte do desenvolvimento do processo de diagndstico e

prognadstico para deméncia.

Na andlise das relacdes com a for¢ca muscular, ainda temos a presenca de
correlacao fraca, diretamente proporcional, ou seja, quanto maior o score cognitivo
melhor o resultado do teste para forca de preencdo manual direita e esquerda no
grupo controle e também representado da mesma forma quando relacionado com
a funcionalidade. Observou-se a presenca de correlacdo moderada para 0 grupo
caso também nos dois quesitos e fraca, porém presente, para o estadiamento de
forma inversamente proporcional, assim quanto maior o estagio pior estara a forca
muscular. Segundo Wang et al. (2006), a forca muscular foi associada a taxa de
declinio cognitivo, de modo que as pessoas com maior for¢a exibiram uma taxa de
declinio consideravelmente mais lenta. Em outra analise (BUCHAMAN et al.,2007)
gue exclui a deméncia das pessoas ou comprometimento cognitivo leve, a forca
muscular foi associada ao risco de desenvolver transtorno cognitivo leve, a
primeira manifestacdo de comprometimento cognitivo. No geral, esses dados
mostram que uma maior forca muscular esta associada a um risco diminuido de

desenvolver DA.
7.3 Andlise do Colesterol Total e Triglicérides

Nesta fase, analisamos as variaveis sobre sua relacdo direta com a
presenca ou néo do deficit cognitivo e a diferenca de géneros. Neste momento néao
encontramos diferenca estatistica em ambos 0s grupos ou por genéro mais foi
observada o aumento para as mulheres tanto no grupo caso como controle em

realgéo ao sexo oposto.



Segundo Mitisuru et al. (2014), o aumento dos niveis de colesterol estdo
relacionados a um alto risco de comprometimento cognitivo e deméncia. O
aumento do numero de revisdes indica que existe uma conexao entre o nivel de
colesterol sérico e o risco de DA e estudos pré-clinicos indicam o envolvimento do
colesterol na producdo de proteina amildide-beta (PREGELG, 2008). O aumento
do nivel de lipidios pode afetar importantes funcbes celulares envolvidas no DA,
incluindo a flexibilidade da membrana celular, o potencial de reducdo-oxidagéao e a
agregacgao de AB (LIM et al., 2014). Em nossa amostra, vimos que ha presenca de
hipercolesterolemia em ambos 0s grupos e géneros. As dietas que consistem em
um aumento do consumo de gorduras saturadas e trans envolvem uma maior
incidéncia de DA, enquanto as dietas ricas em gorduras saudaveis sdo protetoras
(CREEGAN et al., 2015).

Com relacdo ao triglicerideo, houve diferenca entre homens e mulheres,
onde as mulheres apresentam os triglicerideos mais elevados. Estudo mostrou que
0s niveis de triglicerideos encontram-se inversamente correlacionados com a
fungdo executiva em idosos n&o portadores de deméncia, mas nao afetam a
memoria, apds o controle de idade, educacédo, género, colesterol total, LDL, estado
ApoE4, CDR (PARTHASARATHY et al., 2017). Em outro estudo mostrou que no
soro de pacientes com DA, a lipoproteina de alta densidade, a atividade da
fosfatase alcalina e os niveis de bilirrubina foram menores, enquanto os niveis de
lipoproteina de baixa densidade, colesterol total e triglicerideo foram maiores,
sustentando sua interagdo com a patogénese da doenca (VASANTHAREKHA et
al., 2016). A diferenca nos valores de triglicérides entre géneros, mostrada no
nosso estudo, nos remete a sugerir alguma interacdo com a questdo da reducdo
da neuroprotecéo exercida pelo processo menupausal. Esse dado corrabora com
o0 estudo de Li et al. (2014).

7.4 Analise da Func¢ao Cognitiva e Nivel de Independéncia Funcional

Quando observamos a questédo da funcéo cognitiva e nivel de indepéndencia
funcional, encontramos em ambos o0s grupos diferencas reais. Quanto a analise de
funcionalidade, onde os idosos do grupo caso sao mais dependentes que 0s
encontrados em controle. Os encontrados no grupo controle sdo considerados
independentes mesmo quando apresenta mais baixo escore, este ainda né&o
compromete sua avaliacdo. (menor score encontrado foi 18 pontos). Os individuos
do grupo caso apresentam 0 mesmo comportamento, onde sua atividade funcional

sugere ter uma relacdo diretamente proporcional a seu nivel cognitivo



(dependéncia parcial ou total foi encontrada com scores menores que 15) e
gquando comparamos 0s generos para 0 grupo caso as mulheres do grupo caso

sdo0 mais comprometidas.

A questdo do maior comprometimento cognitivo das mulheres era esperada
diante da vasta gama de referéncias literarias que apoiam a questéo da prevalécia
maior em mulheres (HERRERA et al., 2002; NITRINI et al., 2004; PRINCE et al.,
2013, CUSTODIO et al.,2017) e a explicacdo da falta dos efeitos neuroprotetores
dos hormonios sexuais (LI et al.,2014), que também podem ser esperados pelo
polimorfismo dos receptores de estrogénio a em sinergia com o polimorfismo do

gene ApoE (THORTON et al.,2010), também amparados neste estudo.

Ainda é possivel considerar a questdo da localizacdo de onde vem uma
consideravel parte das amostras do grupo caso que Sse encontram
institucionalizados. A questdo da institucionalizacdo de idosos se da pela real
dificuldade da familia em manter o cuidado domiciliar deste individuo, que por
muitas vezes apresenta um quadro de fragilidade muito alta na admissédo em uma
ILPI. Como mostrado em estudo por um déficit de memdéria e outras funcbes
cognitivas, DA implica o agravamento da incapacidade funcional dos pacientes,
tornando-os progressivamente incapazes de realizar atividades diarias,
comecando a depender de cuidadores (LUZARDO et al.,2004). Um estudo com
189 participantes mostrou que o declinio funcional pré-admissdo que foram
admitidos na Unidade de Cuidados Agudos para Ancides de um hospital
académico suico e com idade igual ou superior a 65 anos onde o desempenho nas
atividades bésicas da vida diaria em casa (autorelatado), na admisséo hospitalar e
na alta foi observado, em geral ocorreu em 56,1%, 17,5% e 43,4% dos
participantes, respectivamente. Em contraste, a melhoria funcional intra-instituicéo
ocorreu em 40,2% dos participantes. Nao foram identificados preditores de declinio
pré-admissao, enquanto o desempenho pré-admisséo nas atividades instrumentais
da vida diaria foi associado ao declinio na instituicdo de cuidados (D" ONOFRIO et
al.,2017) que demonstrou a relacéo intrinseca da institucionalizacdo com a perda

funcional.

Assim, a capacidade funcional tem sido um dos principais componentes de
saude de idosos e é considerada fundamental na avaliacdo da saude da
populacao, principalmente para pacientes com doencas incapacitantes como DA.
Estudos tém demonstrado que as alteracdes de desempenho nas Atividades de

Vida Diaria podem ocorrer tdo cedo quanto nas fases iniciais da doenca (TALMELI
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et al, 2010). Deste modo, os dados apresentados sugerem que ha intima relacéo

da incapacidade funcional com o desenvolvimento do proceso demencial.
7.5 Andlise da For¢ca Muscular por Preensdo Manual

Na comparacéo entre idosos do mesmo grupo, observa-se que ha presenca
de diferenca estatisticamente significante entre homens do grupo controle e
mulheres do grupo caso, sendo que em ambos ha maior perda de forca esra
presente nas mulheres especialmente as do grupo caso, o que ja foi discutido em
relagdo a fragilidade encontrada nestes individuos e pior resultado cognitivo. Este

dado reforca o declinio generalizado da capacidade funcional.

Em um estudo feito pelo Rush Memory and Aging Project em 900 idosos,
entre homens e mulheres, com mediana de idade de 75 anos (BOYLE et al,2009),
a forca muscular variou de -1,6 a 3,3 (média = 0,006, DP = 0,66), com maiores
escores que refletem maior forca. A forca muscular foi negativamente associada a
idade (r = -0,35, p <0,001) e positivamente associada a cognicéo global (r = 0,20, p
<0,001). Estes dados corroboram com 0 nosso estudo, visto que a mediana de
idade e a intervencdo em ambos os sexos foi parecida. Embora a caracteristica
clinica da DA seja declinio cognitivo, os sinais motores que freqientemente
acompanham DA freqlentemente precedem e prevéem o diagndstico clinico de
DA (SCARMEAS et al., 2005; ABBOTE et al., 2004; KNOPMAN et al., 2007 ).
Segundo Wang et al. (2006), a perda de forca muscular e massa também sao
comuns no envelhecimento e a fragilidade e o IMC estdo associados ao risco de
DA. Embora as medidas da fragilidade e do IMC possam ser obtidas de forma
econdmica, elas nao informam sobre o papel da massa muscular versus a forca
com o risco de DA, e dados recentes sugerem que a forca muscular esta
associada a cognicado independente da massa muscular (GUSTAFSON et al.,
2003)

Até entdo, os dados sobre a forgca muscular e DA ainda sédo limitados. Um
estudo mexicano relatou que a forca de aderéncia era preditiva do declinio
cognitivo em mexicano-americanos idosos (ALFARO et al.,2006). Em outra coorte
do clero catdlico, foi relatado que a forca de aderéncia estava associada ao
incidente DA (BUCHMAN et al.,2005)

Os resultados sugerem a ligacao direta entre as variaveis forca e cognicao e
a predilecdo feminina, vista também na comparacéo entre os grupos caso baseado

no género, para perda nas trés variavés chave (Independécia funcional, cogni¢céo e



estadiamento). Sendo uma avaliacdo sugerida, para integrar o0 protocolo
diagndstico das deméncias ndo se restringindo a DA pela dificuldade de certeza
diagndstica.

7.6 Andlise de Parametros Ligados a Obesidade

Na andlise do IMC os resultados nédo foram signicativamente representativos
para as variagdes entre grupos, apesar de uma tendéncia feminina de aumento no
grupo caso ter sido encontrada. A questdo da ndo apresentacdo de dados com
significancia estatistica vai de encontro a literatura que afirma relacdo entre o IMC
e o deficit cognitivo (WANG et al.,2006; GUSTAFSON et al., 2003; ALBANEZE et
al., 2017). A relacéo entre peso ou IMC e DA tem sido amplamente investigada. De
acordo com estudos anteriores, a associacdo entre o IMC e o risco de
desenvolvimento futuro da DA parece depender do ponto de tempo da avaliacdo
do IMC. Embora o IMC mais alto na meia-idade tenha demonstrado ser um fator
de risco para o desenvolvimento futuro da DA, o IMC mais alto no final da vida esta
associado a um risco reduzido (GARCIA et al., 2014, CHUNG et al., 2015). Em
contrapartida a perda de peso acelerada na vida adulta foi associada com um risco
aumentado de DA (BUCHMAN et al.,, 2005, HUGHES et al.,2009). Este dado
corrobora com os apresentados neste estudo, porque apesar de nao haver
diferenca significante para a maioria das comparacdes, inclusive para IMC, quando
comparamos 0S grupos caso controle, as mulheres do grupo caso apresentam
diferenca estatistica na analise do peso gordo, sendo 0 peso menor no grupo caso
e na comparacdo do grupo caso entre si encontramos diferenca significante para
as mulheres em relacdo aos homens em todos os parametros avaliados, visto que
houve perda de peso e percentual de gordura em individios do grupo caso,

principalmente em mulheres que demostraram pior condi¢cdo cognitiva.

Até agora, ainda ndo esta claro em que momento o IMC diminui durante o
estagio pré-clinico da deméncia. A partir desses estudos, sugeriu-se que as
alteracdes do IMC podem refletir uma resposta sistémica a neuropatologia
relacionada a DA. Além disso, algumas revisfes sugerem que a perda leve de
peso nos idosos pode ser um efeito adjuvante de processos de envelhecimento
normal associados a exigéncias metabdlicas reduzidas, apeticdo e diminuicdo da
estatura fisica e altura (MORLEY et al., 2003, DONINI et al.,2003). Portanto, ainda
ndo esta claro até que ponto as alteragbes de IMC em DA pode ser atribuido a
comorbidades vasculares e metabolicas freqientemente presentes em populacdes

idosas no que diz respeito a DA “pura”.



7.7 Modelo de regresséo logistica para os dados Clinicos

Neste resultado os individuos com 90 ou mais anos de idade possuem 15
vezes chances mais de apresentar a doencga do que 0s que possuem até 69 anos,
gue neste caso é a categoria de referéncia. Os que possuem Dislipidemia
possuem 3,166 vezes chances mais de ter a doenca. Entretanto, aqueles que
praticam atividade fisica possuem menor chance de apresentar as alteracdes
cognitivas, quando comparado aqueles que nao praticam.

Na literatura comparativa foi visto que ha uma interrelacdo da presenca de
dislipidemia (PARTHASARATHY et al., 2017,VASANTHAREKHA et al., 2016) e a
capacidade funcional era diretamente proporcional ao nivel cognitivo do individuo
(HERRERA et al., 2002; NITRINI et al., 2004; PRINCE et al., 2013, CUSTODIO et
al.,2017).

Para a prospecao final, vamos entender a implicacdo deste dado na presenca

de polimorfismo dos genes estudados.

7.8 Andlise da Variancia Genotipica e a Interelacdo com as Variaveis Clinicas

Nesta fase apresentamos a variancia dos genes buscando a interagéo dos
mesmos com o deficit cognitivo e as variaveis clinicas, AlIVD, forca de preencéo e
IMC.

7.8.1 Gene ApoE

Foi observada a maior prevaléncia dos polimorfismos no grupo caso, E3/E4
para o sexo feminino, E3 para o sexo masculino. O gene ApoE é o principal fator
de risco genético para DA esporadica e tardia. Trés grandes variantes de ApoE
existem em seres humanos (ApoE2, ApoE3 e ApoE4), sendo o alelo ApoE4
fortemente associado a DA (BOSCO et al., 2005; CREAN et al., 2011; PANZA et
al., 1999). Sendo o sexo feminino o mais prevalente nesta populacdo, os dados
deste estudo corroboram com os achados literarios ja consolidados. Em relacdo a
prevaléncia do alelo ApoE3 no sexo masculino, a isoforma que conta quase 80%
dos alelos na populacdo em geral, € considerada neutra (FRIEDEN & GARAI,
2012). A presenca no género masculino, so foi vista para o alelo E3, isso nos
remete a lembrar de que a variante E4 do gene ApoE é um fator de risco e ndo
uma causa determinante para deméncia, também a populagdo masculina foi
menor que a feminina, este motivo pode sugerir que o0 “n” seja pouco
representativo o que implica o ndo aparecimento do alelo E4 na amostragem
masculina. Existem individuos que possuem os dois alelos de ApoE na forma E4 e

nao apresentam sinais de deméncia e também individuos que apresentam apenas
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alelos E2 ou E3, mas encontram-se acometidos pela doenca, desta forma
justificaria a presenca deste alelo na populacdo do grupo caso, bem como a menor
proporcao do alelo E4 na populacao do grupo controle. (FRIDMAN et al., 2004).

Apesar de algumas referéncias apontarem o papel neutro do alelo ES3,
estudos relacionados a idade de animais mostraram a presenca de
comprometimento cognitivo relacionado a este alelo em animais mais velhos
(BIUNDO et al., 2015). Isso sugere uma interdependencia com a idade e tempo de
aparecimento dos sinais da doenca nos individuos. Este dado contribui com a
concluséo deste estudo, inclusive quando comparado a expressao alelica com o
nivel de comprometimento cognitivo espresso nos resultados da CDR. O mesmo
se da na interligacdo do polimorfismo deste gene em sinergia com outros genes
gue potencializariam a prevaléncia da doenca na populacéo. Para tal estudamos
mais dois genes a fim de fazer esta correlagéo.

No grupo controle encontramos a maior prevaléncia do alelo E2 entre
homens e mulheres. O alelo ApoE2 mostrou ter efeitos protetores sobre DA
(CORDER et al., 1994; PANZA et al., 2000; WEST, REBECK e HYMAN, 1994).

Outra referéncia encontrada foi a ligacao do alelo E4 com uma populacao de
idosos mais jovem (< 80 anos). No estudo de RODRIGUEZ et al. (2014), que
levantou dados de prevaléncia de DA em 1000 idosos cubanos por ano, 0s idosos
portadores maiores de 80 anos apresentam 42.1% (18.9-93.8) o alelo E4 e 53.3%
(40.6-70.0) nédo apresentam o alelo. Este dado corrobora com nossa populacéo
gue tem mediana de idade de mais de 74(65-95) anos, tanto em homens quanto
mulheres e o alelo E4 foi prevalente apenas em mulheres. Segundo LIBRE et al.
2008, o alelo E4 é mais prevalente em mulheres que também corrobora com os
dados aqui apresentados. Algumas evidéncias sugerem que o ApoE4 desempenha
um papel através dos seus efeitos sobre a agregacado de AR (BALES et al., 2009;
YOUMANS et al., 2012) e a eliminagédo (BACHMEIER et al., 2014; BELL et al.,
2007; CASTELLANO et al. , 2011). Também foi proposto que o ApoE4 possa
interferir com o transporte de colesterol de astrocitos para compartimentos
sinpticos, induzindo perda de sinapse e eventualmente neurodegeneracdo
(PFRIEGER, 2003). Outros mecanismos potencialmente patogénicos propostos
incluem efeitos diferenciais das isoformas de ApoE na fosforilagdo de tau,
metabolismo da energia cerebral, neuroinflamacdo, funcdo neurovascular,
neurogénese e plasticidade sinaptica (HUANG, 2011; KIM et al., 2014; YU et al.,

2014). Apesar dos amplos esforcos de pesquisa, no entanto, o papel exato do



ApoE4 na etiologia da DA continua sem elucidacdo completa. Estudos em animais

ainda estéo tentando a busca por melhor explicagao da interacao E4 e a DA.

Foi visto no primeiro capitulo uma interligacdo da capacidade funcional dos
idosos avaliados (AIVD) entre os grupos, onde se pode vizualizar que a perda da
capacidade funcional e forca de preencéo, estava ligada a evolugdo da perda
cognitiva em uma relacédo diretamente proporcional. Quando levantada a hipétese
de ligacdo de polimorfismos de ApoE com sinais clinicos da deméncia a
importancia de se identificar os determinantes genéticos de um envelhecimento
livre de incapacidades pode ser resumida em trés razdes principais: 1) facilitar a
identificacdo de fatores ndo genéticos responsaveis por variacdes inexplicadas no
fendtipo; 2) descobrir novos sistemas bioldégicos e mecanismos envolvidos na
determinacdo do envelhecimento bem sucedido; 3) identificar de genes
relacionados a uma maior vulnerabilidade e oferecer a portadores desses genes
intervencdes biolégicas, comportamentais e ambientais para tentar melhorar seu
processo de envelhecimento (GLATT et al., 2007), deste modo quando abordado a
interelacdo genética observou-se que a presenca do alelo E4 também esta ligado
a variavel incapacidade funcional (AIVD). Mais recentemente, o0 gene da
apolipoproteina E também tem sido considerado um gene de vulnerabilidade
(GENDERS et al., 2000; CHRISTENSEN et al., 2006, e KULMINSK et al., 2008) ja
qgue portadores de E4 também apresentam um pior progndstico em varias outras
condi¢cBes clinicas (CHRISTENSEN et al., 2006). Perda de forca de preencao
observada no grupo caso também corrobora com a hipotese genética postulada

para a variancia E4 como um biomarcador de vunerabilidade para pessoas idosas.

E possivel supor, diante do exposto, que individuos portadores de E4
tenderiam a acumular mais morbidades ao longo de sua vida e apresentariam um
pior desempenho funcional em idades avancadas, incluindo a perda de forca.
Poucos estudos foram publicados comparando o genoétipo da APOE e grau de
incapacidade em idosos (ALBER et al., 1995; BADER et al., 1998; BLAZER et al.,
2001; MEIZER et al., 2005; KULMINSK et al., 2008; LAN et al., 2009; VERGUESE
et al., 2013) e os resultados desses estudos ainda ndo permitem uma concluséao
definitiva sobre a associacdo do alelo E4 com a incapacidade funcional e a perda

cognitiva.

7.8.2 Gene ERS1 (ESR1 / Pvull e Xbal)
J& observamos que as deméncias sdo desordems multifatoriais poligénicas

determinadas pela interagdo de fatores genéticos, metabdlicos e ambientais. O



distirbio hormonal associado a menopausa e poOs-menopausa tem sido
relacionada a disturbios cognitivos e afetivos e ao risco aumentado para deméncia
incluindo a DA.

Curiosamente, ha tempos foi descrito que a distribuicdo regional dos
receptores de estrogénio (ERs) dentro do cérebro € surpreendentemente
semelhante a geografia da patologia do cérebro na doenca de Alzheimer (MC
EWEN et al, 1999, SHUGHRUE et al., 1997). O estrogénio atua como um
neuroprotetor reduzindo a toxicidade do glutamato e beta amildide (AB),
aumentando a plasticidade sinaptica, regulando fatores neurotrdficos, facilitando a
transcricdo e ativacdo do fator, reduzindo a inflamacéo no cérebro (CORREIA et
al.,2010 e POMPILE et al.2012) e diminuindo a hiperfosforilacdo de TAU.

O complexo de estrogénio / ER torna-se, portanto, um candidato interessante
para descobrir os antecedentes genéticos de DA, como também indicado pelo
relacionamento entre estrogénios e ApoE.

Em uma reviséo de literatura foi demonstrado que dois dos polimorfismos de
um unico nucledtido mais amplamente estudados em ESR1 - Pwull (T / C,
rs223493) e Xbal (A / G, rs9340799) estando estes possivelmente associados a
doenca de Alzheimer.

A meta-andlise de LUCKHAUS e SAND (2007), indicou que o0s
polimorfismos ESR1 Pvull e Xbal foram confirmados como moduladores da
suscetibilidade ao desenvolvimento de DA em individuos asiaticos, mas ndo nos
europeus, porém quando o fenoétipo foi estendido a outras formas de deméncia ou
comprometimento cognitivo, a associagéo néo foi mais observada.

Na amostragem descrita nesta tese, levantamos a incidéncia do polimorfismo
para ESR1 - Pvull (T / C, rs223493) e Xbal (A / G, rs9340799). Para ambos 0s
polimorfimos a populacdo apresentou um padrdo genotipico heterozigoto (Pp —
Xx), sendo que na amostra do grupo caso, independente do sexo,observou-se
61,7% o0 gendtipo Pp e 63,8% apresentaram gendtipo XX, ja no grupo controle
observou-se 67,3% apresentaram gendtipo Pp e 50,5% apresentaram genétipo Xx.

A literatura tras que os RFLPs tradicionalmente, sdo registrados em Pvull
como PP versus pp (onde "P" esta associado ao alelo "T" e "p" esta associado ao
alelo "C") e em Xbal como XX versus xx (onde "X "Esta associado ao alelo” A "e" x
"estd associado ao alelo" G "). Os alelos "P" e "X" indicam a auséncia do site de
restricdo para cada endonuclease, enquanto as letras mindsculas "p" e "x" indicam
a presenca do site de restricdo. O alelo C de rs2234693 (ou "p") e o0 alelo G de

rs9340799 (ou "x") foram considerados protetores, ou associados a idade tardia no



inicio de DA. Por outro lado, o gendtipo TT de Pvull e o gendtipo AA de Xbal foram
associados a idade mais precoce no inicio de DA (JANICK et al. 2014).

A frequencia de gendtipos encontrada para os dois polimorfismos nao deixa
claro a interrelacdo desta amostra com a presenca da doenca, porém pensando
em relacdo a frequencia para diagnéstico de deméncia de inicio precoce pode-se
sugerir, associando com 0 grupo caso, que a doenca de inicio precoce nao foi
encontrada nesta amostragem, visto que os individuos entrevistados quando néo
eram previamente diagnosticados (90 % da populacéo), ja apresentavam idade
mediana de 74 (65-95) anos, além de que o resultado foi sedimentado, quando
analisado a frequencia genotipica nos niveis evolutivos da doenga, onde foi visto a
auséncia dos gendtipos PP e XX.

Quando analisado a razdo de chances do desenvolvimento da doenca, o
comportamento da amostra ndo condiz com os achados literarios para Pvull, pois
apontam o genatipo “pp”(OR =3,2) como potencializador da doenca em mulheres e
em homens o genoétipo Pp (OR = 12,6) como altamente ligado ao processo
demencial. Ja para o polimorfismo Xba I, h& correlacdo com os achados literarios
que tem o alelo “x” como protetor (OR = 0,412).

Quando analisamos as variaveis clinicas, a expressdo do polimorfismo para
Pvull (Pp e pp) apresenta relacdo com a perda de forga e Xbal (XX) relacionado ao
IMC. Neste caso parece mais sugestivo ao efeito protetor do estrogénio reduzido,
afetando a qualidade 6ssea e muscular, influenciando o aumento do percentual de
gordura, alteando assim o IMC, dados ja sedimentados na literatura, do que a
relacdo direta com a perda cognitiva. A conclusdo € que nesta amostra ndo ha
representatividade do gene ligado ao receptor de estrogénio, como atuante
exclusivo, sugerindo sim uma via de agao sinérgica a expressado do polimorfismo
de ApoE.

7.8.3 Gene PON 1 (rs622 e rs705379)

Quando analisado a hipotese de haver interrelacdo entre 0S processos
inflamatérios vasculares que produzem microangiopatias e a presenca de
deméncia, multiplos estudos investigaram a influéncia de alelos especificos para
PONL1 sobre este tema, no entanto, eles ndo deram um resultado definitivo (HI et
al., 2003; STEFANOVIC et al., 2009; WEHR et al., 2009).

NoO grupo caso observou-se que para o polimorfismo rs622 a forma mais
prevalente foi a selvagem (AA) em ambos os géneros e no polimorfismo rs705379

a presenca do polimorfismo homozigoto mutado (GG) também para ambos os



sexos, hao apresentando padronagem diferente entre géneros.
Segundo RIZWAN et al., 2014 a frequéncia dos alelos rs622 varia entre diferentes
populacdes étnicas.

A frequéncia variavel do alelo no presente estudo (48%) mostra semelhanca
com os reportados da Coréia (30,0%), Japdo (33,0%) e diferentes da India
(29,0%) e Itélia (27%), enquanto alta frequéncia deste alelo foi relatado em
estudos realizados na China (65,0%) e em Taiwan (64,0%). Resultados variaveis
foram observados para o polimorfismo PON1 rs662 em pacientes com DA e
Deméncia Vascular. Estudos da Italia, China, Japéo, e a Pol6nia sugeriu que o

polimorfismo rs662 néo esta associado com DA.

Em RIZWAN et al., 2014 em um estudo sobre a sinergia entre o gene ApoE4
e o polimorfismo de PON1 (rs622) em doentes com diagndstico de deméncia
vascular e DA, a presenca de homozigose (AA) néo foi vista em pacientes com
DA, o que vem de encontro com o resultado aqui demosntrado, sugerindo que a
presenca de uma deméncia mista ou outro tipo de deméncia poderia explicar o

resultado contraditério aqui representado.

Em relagdo ao grupo controle rs622 a forma mais prevalente foi a
heterozigoto (AG) e homozigoto mutado (GG) para o sexo feminino, enquanto para
0 masculino prevaleceu a heterozigoto (AG). JA no polimorfismo rs705379 a
presenca mais prevalente foi do polimorfismo heterozigoto (AG) para 0 sexo

feminino e homozigoto mutado (GG) para o0 sexo masculino

Poucos estudos atuais trazem como objetivo avaliar a influéncia no
desenvolvimento de deméncia voltados aos polimorfismos da PON rs705379, em
uma metanalise rescente (Y1 NIE et al.,2017) existiam dois estudos apenas, que
foram baseados na populacédo caucasiana, que correlacionavam o polimorfismo rs
705379 a DA . Os resultados mostraram que o genétipo GG diminuiu o risco de DA
(OR = 0.7,95% CI. 0.56-0.88, p =.002), e o alelo A conferiu um aumento da
susceptibilidade a DA (OR = 1,21, IC 95%: 1,05-1,39,P =.009). A heterogeneidade
entre os estudos nao foi encontrada, em todas as comparacdes genéticas, e
nenhuma avaliacdo para viés de publicacdo foi realizado para os tipos de
polimorfismo devido ao pequeno numero de estudos. Este dado ndo corrobora
com o estudo aqui apresentado onde polimorfismo GG2 mostrou-se ser fator de
risco para a doenca (OR=5,063) e o alelo A aparece com maior frequencia no

grupo controle e contribuindo como fator protetor.



O polimorfismo PON1 Q192R e DA Nao houve evidéncia de associacao
significativa de Q192 R com DA (n =11) em todas as compara¢cdes genéticas em
combinacdes populagdo ou diferentes subgrupos étnicos (caucasianos e Asiaticos
ou <65 e = 65 anos). A heterogeneidade significativa foi encontrada apenas no
modelo dominante (QQ vs QR p RR; p = .06, | = 44% na populacdo combinada e
0,04, 64% em Asiaticos). Nas analises de sensibilidade excluindo os estudos com
desvio de HWE, os resultados permaneceram inalterados em todas as
comparacoes genéticas.

Quando analisado a interrelagdo com funcionalidade, AAl, AG2 e GG2
aparecem ligados a perda funcional o que sugere que o polimorfismo rs705379
seja um marcador de vulnerabilidade juntamente com ApoE4.

Coclue-se desta forma que a hipotese, igualmente aos genétipos ligados ao
receptor de estrogénio, que também nao ha uma ligacédo diretamente proporcional
a doenca tanto para rs622 quanto para rs705379, segundo os achados literarios,
mas que a presenca do polimorfismo rs705379 agiria de forma positiva em sinergia
com o polimorfismo ApoE4 como biomarcador de vunerabilidade e provavel fator

de risco para deméncia.

7.8.4 Modelo de Regresséao Logistica para os Dados Genéticos

No modelo geral, observou-se que para cada gene adicional, o paciente tem
uma chance 2,182 vezes maior de possuir a doenca. No modelo com os pacientes
do sexo masculino ndo foi observada significancia, enquanto no caso feminino,
constatou-se que para cada gene adicional, o paciente tem uma chance 3,010
vezes maior de possuir a doenca, sugerindo de este modo o género feminino ser
um fator de risco genético.

O resultado corrobora com os achados mostrando que o género feminino
podera influenciar positivamente o aparecimento da deméncia (LIBRE et al. 2008;
BALES et al., 2009; YOUMANS et al., 2012; BACHMEIER et al., 2014; BELL et al.,
2007; CASTELLANO et al., 2011). Outros estudos corroboram com a ideia de que
h& sinergia entre genes quanto a influéncia na patogénese da doenca (RIZWAN et
al., 2014; YI NIE et al.,2017). Aqui também fica clara a interacdo do gene ApoE
tanto na forma E3 e principalmente na forma E4 que a suceptibilidade a doenca
aumenta na presenca destes polimorfismos e que também sdo mais vistos em
mulheres o que sustenta a hipotese trazida pelo modelo de regresséo logistica,

aqui apresentado.



8. CONCLUSAO

Baseado nos achados concluiu-se que devido ao grande avango que vem
ocorrendo nas técnicas diagnosticas e estratégicas efetivas para a prevencao e
tratamento da deméncia, houve um aumento abrupto do interesse publico, clinico e
da industria farmacéutica nessa area, em entender os mecanismos que cercam a
patogénese da doenca na ultima década. A doenca cronica dislipidemia, é fator de
risco no desenvolvimento da doenca, que o fator idade deve ser levado em
consideracao para o diagnostico. O peso e os padrdes de avaliagdo de obesidade
podem ter relagdo com a patogénese, porem neste trabalho nao fica sustentado
sua interrelacdo. O IMC pode ser considerado abaixo do padrdo para
correlacionar-se com a doenca. A capacidade funcional é dependente do fator
cognicao e agrava a perda de qualidade de vida destes individuos e esta hipétese
se confirma nos achados genéticos apresentados. A atividade fisica pode retardar
0 aparecimento da doenca.

Quanto a andlise dos aspectos genéticos propostos. O alelo E3 e E4 da
ApoE tem relacdo com a doenca e sugere-se que seja dependente do fator idade.
O polimorfimo do gene ERS1 pode ser sugerido como marcador de vunerabilidade
no envelhecimento, mas ainda néo fica clara, sua via de acdo direta e sugere-se
gue a mesma nao haja de forma Unica e sim em sinergia com a sedimentada via
patogénica de ApoE. A hipétese que sedimentaria o vinculo entre a presenca
clinica de dislipidemia e o aparecimento de polimorfismos para o gene de PON 1,
como fatores influenciadores diretos na patogénese da doenca nao foi confirmada
pelos dados vistos neste estudo. Foram observadas prevaléncias contrarias aos
poucos achados para o polimorfismo rs622 ligado a DA e para o polimorfismo
rs705379. Como as formas de deméncia sédo diversas e as descricfes literarias
mais ricas se dado a patogénese de DA, poderiamos sugerir duas hipoteses que a
influéncia destes gendtipos teria ligagdo com uma provavel deméncia mista. Diante
do fechamento total dos dados desta tese ha interacdo entre a observagéo clinica

e 0s achados genéticos na descricdo da patogénese das deméncias.
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