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RESUMO

A vitamina D exerce um papel fundamental na regulagcdo do metabolismo &sseo.
Recentemente, evidéncias sugerem sua participagdo como imunomodulador em varias
fungdes do organismo, tendo sido descrito que a sinalizacdo de vitamina D esta envolvida
também no desenvolvimento e fungdes cerebrais. Com a mudanca de estilo de vida, com
pouca exposicao a luz solar e dieta pobre em vitamina D, observa-se uma hipovitaminose D
global, sendo que os idosos apresentam um maior risco de desenvolver esta deficiéncia
devido a diminuigdo da sintese cutdnea e da ingestdo da mesma. A maioria das acgbes
biolégicas da vitamina D é mediada pelo receptor da vitamina D (VDR), sendo presente em
neurbnios e células gliais do hipocampo, no cértex e zona sub-cortical, regidbes estas
essenciais para a cognigdo. Os polimorfismos do gene VDR podem diminuir a afinidade do
VDR pela vitamina D. Estudos epidemiolégicos demonstraram consistentemente uma
associagao entre concentracbes menores de vitamina D no organismo e polimorfismos do
gene VDR, com disturbios cognitivos, incluindo maior risco para Doenga de Alzheimer (DA),
um distarbio neurodegenerativo poligénico/multifatorial. O presente estudo objetivou
identificar a influéncia da vitamina D no declinio cognitivo em pacientes com DA e
comprometimento cognitivo leve (CCL) comparando com idosos cognitivamente saudaveis.
Quatro polimorfismos do gene VDR foram estudados: Bsml, Apal, Fokl, Taql por meio da
técnica PCR-RFLP. Foi realizada a dosagem dos niveis séricos de vitamina D dos
individuos por CLAE. As frequéncias genotipicas foram comparadas entre os grupos e
relacionadas comas concentragcdes de vitamina D. Os resultados da dosagem foram
comparados entre os grupos em um estudo transversal e longitudinal (apés um ano de
follow-up). As analises estatisticas ndo mostraram diferenga significativa dos niveis de
vitamina D, nem das frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos DA, CCL e controle.
Porém, foi observada associagédo de haplétipos do gene VDR com a DA. O alelo A do
polimorfismo Bsml foi associado a niveis suficientes de vitamina D, enquanto o genétipo GG
deste mesmo polimorfismo a niveis insuficientes, nos individuos com DA e CCL. Nao houve
relagdo entre o declinio cognitivo de pacientes com CCL e os niveis de vitamina D no estudo
longitudinal. Os dados obtidos até o momento ndo permitiram confirmar a relagao entre
reducao dos niveis de vitamina D e polimorfismos do gene VDR, e alteracado da fungao
cognitiva em uma pequena amostra da populagao brasileira, nas condi¢cdes experimentais
do presente estudo, mas que o polimorfismo Bsml no gene do receptor VDR pode estar

relacionado aos niveis de vitamina D nesta populagéo.

Palavras chaves: Doenca de Alzheimer, Comprometimento Cognitivo Leve, vitamina D,

receptor da vitamina D, polimorfismos.
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ABSTRACT

Vitamin D plays a role in the regulation of bone metabolism. Recently evidences suggest that
it participates as an immunomodulator in various functions, and that vitamin D signaling is
implicated in brain development and function. There was a change in lifestyle, with little
exposure to sunlight and a low vitamin D diet, with a global hypovitaminosis D observed. The
elderly are at a higher risk of developing this deficiency due to decreased cutaneous
synthesis and vitamin D intake. Most of the biological actions of vitamin D are mediated by
the vitamin D receptor (VDR), which is present in neurons and glial cells of the hippocampus,
in the cortex and subcortical area, essential areas for cognition. VDR gene polymorphisms
may decrease VDR affinity for vitamin D. Epidemiological studies have consistently
demonstrated an association between lower concentrations of vitamin D and VDR gene
polymorphisms with cognitive disorders, including increased risk for Alzheimer's disease
(AD), a polygenic / multifactorial neurodegenerative disorder. The present study aimed to
identify the influence of vitamin D on cognitive decline in patients with AD and mild cognitive
impairment (MCI) compared to cognitively healthy elderly. Four polymorphisms of the VDR
gene were studied: Bsml, Apal, Fokl, Taql by PCR-RFLP technique. The serum levels of
vitamin D were determined by HPLC. Genotype frequencies were compared between the
groups and related to vitamin D concentrations. These results were compared between
groups in a cross-sectional and longitudinal study (one year follow-up). Statistical analysis
showed no significant difference in vitamin D levels or genotypic and allelic frequencies
between AD, MCI and control groups. However, an association of VDR gene haplotypes with
AD was observed. The allele A of the Bsml polymorphism was associated with sufficient
vitamin D levels, while the GG genotype of this same polymorphism was associated to
insufficient levels in individuals with AD and MCI. There was no relationship between the
cognitive decline of patients with MCI and vitamin D levels in the longitudinal study. The data
obtained so far did not confirm the relationship between reduction of VITD levels and
polymorphisms in the VDR gene, and altered cognitive function in a small sample of the
Brazilian population, under the experimental conditions of the present study, but that the
Bsml polymorphism in the VDR receptor gene may be related to vitamin D levels in this

population.

Key words: Alzheimer's disease, mild cognitive impairment, vitamin D, vitamin D receptor,

polymorphisms.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, uma transformagdo demografica mundial tendo por base o
envelhecimento populacional, conduz a uma transicdo epidemiolégica com o aumento de
doengas crénico-neurodegenerativas, dentre as quais destaca-se a deméncia. Dados
epidemioldgicos recentes revelam que o numero de idosos em todo mundo tende a um
aumento continuo. A expectativa € que o numero de pessoas no mundo com 60 anos ou
mais cresca 56% entre 2015 e 2030 (WHO, 2015).

Disturbios neurodegenerativos, como o comprometimento cognitivo leve (CCL),
condicdo que representa uma fase intermediaria ou de transicao entre o envelhecimento
saudavel e a deméncia propriamente dita, surgem em decorréncia da idade. Entre as
diversas causas de deméncia, a Doenca de Alzheimer (DA) é a principal entre os idosos,
caracterizando-se por progressivo e irreversivel declinio cognitivo, com impacto negativo em
certas funcoes intelectuais e funcionais. A Associagao Brasileira de Alzheimer (2015) estima

que no Brasil exista cerca de 1,2 milhdo de pessoas com DA.

A DA é um problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia, sendo
identificada como uma doenga poligénica, com evolugao insidiosa, cujos principais aspectos
influenciadores sdo a interacdo de fatores genéticos e ambientais. Muitos estudos séo
realizados na tentativa de elucidar a fisiopatologia da DA, contudo nenhuma das abordagens
utilizadas foi definitiva. Os medicamentos atualmente utilizados limitam-se a minimizar os
sintomas, retardando a evolugdo natural da doenca e as alteragbes de comportamento,
objetivando uma melhora na qualidade de vida do paciente. Assim, para melhor
compreensdo da doenga, € de extrema importancia a investigagdo de outros fatores de
risco, como genéticos, estilo de vida e dieta, os quais podem influenciar no processo de

declinio cognitivo em idosos.

A vitamina D (VITD) é um hormoénio sintetizado pela pele por meio da exposi¢cao
solar (UVB), sendo que parte dela é proveniente de fontes alimentares. Com a mudangas no
estilo de vida, com pouca exposi¢cao a luz solar e dieta pobre em VITD, observa-se uma
hipovitaminose D global, sendo que os idosos estdo em um maior risco de desenvolver esta
deficiéncia devido a desnutricdo e diminuicdo da sintese cutinea pelo afinamento da pele ou

baixa exposig¢ao a luz natural (Schlégl& Holick, 2014; Annweiler et al., 2015).

A VITD esta relacionada a regulacdo de mais de 200 genes. A maioria das acgdes
biolégicas da VITD é mediada pelo receptor da vitamina D (VDR), o qual esta presente em
neurdnios e células gliais do hipocampo, cortex e zona sub-cortical, regides estas essenciais
para a cognigdo. E descrito que os polimorfismos do gene VDR podem diminuir a afinidade
do VDR pela VITD (Alves et al., 2013; Yesil et al., 2015) e que a sinalizagao da VITD esta
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diretamente relacionada ao desenvolvimento e funcdo cerebral (Schlogl & Holick, 2014).
Meta-analises recentes confirmam que baixas concentragcbes de VITD no organismo estéo
associadas com a ocorréncia da DA, outras deméncias e comprometimento cognitivo (Balion
et al., 2012; Littlejohns et al., 2014). Entretanto, o mecanismo pelo qual os niveis
plasmaticos de VITD afetam efetivamente o desempenho cognitivo permanece ainda n&o
totalmente elucidado (Schlogl & Holick, 2014; Assmann et al., 2015). Assim, os dados
disponiveis sugerem que mais pesquisas Sd0 necessarias para promover uma melhor

compreensao do papel da VITD na DA.

A associagao da VITD com a DA ¢ interesse de saude publica, porque tratamentos
eficazes para a doencga ainda nao estao disponiveis, havendo uma continua incerteza sobre
as causas da DA e outras formas de deméncia. Ademais, o declinio cognitivo € um processo
que ocorre a longo prazo, especialmente no caso da DA, em que o diagnostico é precedido
por uma longa fase pré-sintomatica. Assim, faz-se importante a investigagao de causas que
podem influenciar o desenvolvimento desta doenca, ja4 que a elucidagdo dos mecanismos
fisiopatolégicos da DA podera possibilitar adogao de medidas intervencionais com o intuito

de prevenir ou retardar a evolugao da doenca (Assmann et al., 2015).

Dessa forma, faz-se necessario elucidar e compreender os mecanismos envolvidos e
fatores que predispdem aos disturbios neurodegenerativos, como também estudar as
variaveis geneéticas envolvidas e seu impacto na ocorréncia e caracterizagdo cognitiva. A
despeito disto, até 0 momento inexiste pesquisa sobre a relagdo entre VITD e cognigcédo na
populacdo idosa do Brasil. Nesse contexto, o presente estudo objetiva contribuir para
esclarecer a relagéao entre VITD e polimorfismos no gene do VDR, com o desenvolvimento
de CCL e DA, em uma amostra de individuos idosos brasileiros portadores de tais disturbios

de cognigdo.

Diante do exposto e, em outras palavras, busca-se avaliar a relagao entre niveis de
VITD e polimorfismos no gene de VDR, e alteragdo da fungdo cognitiva. A hipétese deste
estudo € que a fungéo cognitiva deteriora a medida da redugdo dos niveis plasmaticos de
VITD e/ou presenga de polimorfismos no gene da VITD. Se tal hipotese for confirmada,
novos insights serdo agregados aos existentes no que se refere as causas e fatores

envolvidos no desenvolvimento do declinio cognitivo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Envelhecimento

De acordo com relatorio da Organizacdo Mundial das Nag¢des Unidas/ONU (2015), o
envelhecimento populacional hoje é considerado um fendmeno de propor¢ées mundiais,
ocasionado pela queda nas taxas de fertilidade e mortalidade, aumento da expectativa de
vida, e avang¢os da medicina e melhorias na qualidade de vida das popula¢ées (WHO, 2015;
Vancea & Solé-Casals, 2016).

Paises em desenvolvimento, como o Brasil, apresentam atualmente maiores taxas
de envelhecimento (Caixeta, 2006). Aliada a transicdo demografica, na qual ha um aumento
de idosos, verifica-se também uma transicdo epidemioldgica, que tem langcado grandes
desafios para sociedade, ja que como consequéncia do envelhecimento populacional,
constata-se um aumento de doencas crénicas, como doencga cardiovascular, osteoporose e
deméncia, acarretando impacto socioecondmico, politico e na saude publica (WHO, 2015).
E esperado que entre 2010 a 2050 o nimero de idosos em paises menos desenvolvidos
cresca em niveis acima de 250%, enquanto nos paises desenvolvidos essa expectativa seja
de 71% (WHO, 2011).

A Organizagdo Mundial da Saude (2015) considera o idoso, sob o ponto de vista
cronolégico, como aquele individuo que possui 65 anos ou mais de idade em paises
desenvolvidos, enquanto que, em paises em desenvolvimento, prevalece a idade de 60
anos ou mais. Estima-se que a populacao acima dos 65 anos passara dos 524 milhdes de
individuos, estimados em 2010, para 1,4 bilhdes em 2030 e 2,1 bilhdes em 2050, podendo
chegar a 3,2 bilhdes de idosos em 2100, principalmente nos paises em desenvolvimento
(WHO, 2015).

2.2 Deméncia

“‘Deméncia” € um termo geral que representa um declinio em relagao aos niveis
anteriores de funcionamento e desempenho cognitivo do individuo, que néo é devido ao
delirio ou por transtorno psiquiatrico maior, associado a um declinio da memodria, fungdes
executivas, habilidades visuoespaciais, linguagem, comportamento, intelecto ou outras
habilidades de pensamento, mudangas graves o suficiente para interferir com a capacidade
de uma pessoa de realizar atividades cotidianas, suscitando limitagdes na autonomia
funcional e na qualidade de vida (McKhann et al., 2011).Essa sindrome é uma das principais
causas de incapacidade e dependéncia entre os idosos no mundo, mas nao é uma

consequéncia normal do envelhecimento. Estima-se que entre 5% e 8% da populagéo geral
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com 60 anos ou mais sofram de deméncia em um determinado momento (WHO, 2015;

Alzheimer’s Association, 2016).

7

A deméncia € um desafio socioecondmico crescente devido ao aumento de sua
prevaléncia e incidéncia. Estima-se que o numero de pessoas com algum tipo de deméncia
no mundo deve praticamente dobrar em 20 anos (Moon, 2014). Atualmente, ha em torno de
47,5 milhdes de individuos com a sindrome no mundo e a cada ano, 7,7 milhdes de novos
casos sao registrados. Grande parte deste quadro pode ser atribuido ao aumento da
expectativa de vida, principalmente em paises em desenvolvimento (WHO, 2015;

Alzheimer’s Association, 2016).

A deméncia geralmente esta associada a um envelhecimento patolégico causado
por danos nas ceélulas do cérebro e suas conexdes, ocasionando prejuizos em regides
com fungdes distintas do cérebro, podendo levar a alteracdes, tais como: na memodria,
movimento, desorientagdo em relacdo ao tempo e ao espaco, raciocinio, concentracao,
aprendizado, percepcado visual, realizacdo de tarefas complexas, julgamento,
comunicacgao e linguagem. Essas alteragdes podem ser acompanhadas por mudangas no
comportamento ou na personalidade (sintomas neuropsiquiatricos). Esse declinio
progressivo e global das fung¢des cognitivas interfere na habilidade das atividades usuais,
no controle emocional e no convivio social, representando uma diminuicdo da capacidade
funcional e de desempenho (Alzheimer’s Association, 2016; ABRAZ, 2016).

O diagnéstico de deméncia é realizado quando ha sintomas cognitivos ou
comportamentais (neuropsiquiatricos) que interferem com a habilidade em atividades
cotidianas; que representam um declinio no desempenho cognitivo em relagdo a
execugao precedente; e que nao sao explicaveis por delirium (estado confusional agudo)
ou doenca psiquiatrica maior. Esse comprometimento cognitivo é detectado e
diagnosticado mediante a combinagdo da anamnese com paciente e cuidador que tenha
conhecimento da historia, e da avaliagdo cognitiva objetiva, mediante testes para verificar

o estado cognitivo ou avaliagao neuropsicoldgica (Brucki, 2016).

Entre as principais causas da degeneragao das células nervosas do cérebro, estdo
os processos inflamatdrios, doencgas que afetam o sistema vascular, o uso de substancias
téxicas como o alcool ou drogas, deficiéncias nutricionais, infec¢des e traumas cerebrais.
O principal fator de risco para a deméncia é a idade avancada, normalmente acima dos
65 anos, embora a deméncia possa ocorrer em individuos mais jovens, possuindo
também como fator de risco importante a heranga genética (Alzheimer's Association,
2016).



Existem condicbes clinicas que podem causar os sintomas semelhantes a
deméncia, dentre essas as disfuncbes metabdlicas, depressao, efeitos colaterais de
medicamentos, uso excessivo de alcool, problemas de tireoide e deficiéncia de vitaminas,
como a B12. Estas condi¢des podem ser revertidas com tratamento, ao contrario da
deméncia propriamente dita. Cerca de 5-9% das pessoas com sintomas de deméncia

apresentam condigdes clinicas reversiveis (Clarfield, 2003; Muangpainsan et al., 2012).

A despeito de outras causas, as doengas demenciais, como a DA, parecem ter o
seu inicio relacionado a um aumento no estresse oxidativo no Sistema Nervoso Central
(SNC). Os danos causados por esse estresse parecem concentrar-se em regibes do
cérebro responsaveis pela cognigdo, assim é sugerido que pessoas que ja apresentaram
algum declinio cognitivo leve possam evoluir para a DA, responsavel por 60% a 70% dos
casos de deméncia. Outras formas incluem a deméncia vascular, deméncia mista (DA +
deméncia vascular), deméncia frontotemporal, deméncia com corpos de Lewy, deméncia
devido a Doenca de Parkinson, CADASIL e doenga de Creutzfeldt-Jakob (WHO, 2015).

2.2.1 Testes para avaliagao cognitiva

Diversas ferramentas clinicas estdo disponiveis hoje para a avaliagdo do
desempenho cognitivo e funcional dos pacientes. Para o diagnéstico de deméncia, varios
dos dominios cognitivos devem ser testados tais como memdria, linguagem, praxia,
funcdes executivas, gnosia, fung¢des visuoespaciais e visuoconstrutivas, além de
disturbios de comportamento. E recomendado que seja feita a verificagdo do declinio
cognitivo por meio de uma bateria de exames neuropsicoldgicos. Entre os instrumentos
mais utilizados nessa avaliagéo cognitiva, estdo o Mini-Exame do Estado Mental (MEEM)
e a Bateria Breve de Rastreio Cognitivo (BBRC) (Anexo 8.1) (Nitrini et al., 2005; Brucki,
2016).

O MEEM é um exame padrao utilizado em todo o mundo, sendo um teste clinico
rapido e pratico, utilizado para triagem de deméncia e comprometimento cognitivo,
aplicavel a estudos epidemioldgicos, e que pode fornecer informagdes importantes
através da avaliagao simultadnea de diferentes pardmetros cognitivos, como linguagem,
atengdo, memodria, orientagdo temporal e espacial, habilidades construtivas e de calculo.
Seu escore varia de 0 a 30 pontos, no qual, quanto maior a pontuagao atingida, melhor a
capacidade cognitiva do idoso (Brucki et al., 2003; Chaves, 2011). Existe uma grande
influéncia da escolaridade sobre os escores, devendo-se utilizar valores de corte
diferentes, de acordo com os anos de educagdo do individuo. Além de possibilitar o

rastreio de perdas cognitivas na clinica, com uma sensibilidade de 76,9% e especificidade
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de 89,9%, o MEEM também permite o seguimento evolutivo de doengas e o

monitoramento de resposta terapéutica (Brucki, 2016).

A BBRC é composta pelo teste de memdria de figuras, fluéncia verbal semantica e
desenho do relégio, testes que podem avaliar diferentes habilidades cognitivas, como

memoria, linguagem e funcdes executivas (Nitrini et al., 1994).

O teste de memodria de figuras consiste em 10 figuras simples que sdo apresentadas
ao paciente, com fases de nomeacéo e percepg¢ao, memdria incidental, memoéria imediata,
aprendizado, evocacao tardia e reconhecimento. Depois sao feitos os dois outros testes,
fluéncia verbal, em que é solicitado ao paciente dizer o maior numero de animais em 60
segundos, e a seguir faz-se o teste do desenho do relégio, no qual o paciente deve
desenhar um relégio colocando os ponteiros marcando 2h45. O teste do relégio ndo é
sugerido em individuos com baixa escolaridade, pois o desempenho é comprometido
(Brucki, 2016).

A associacdo dos dados obtidos pelo MEEM e dos testes da BBRC possui alta
acuracia diagnostica e pode ser utilizada para o céalculo de um escore cognitivo global. A fim
de eliminar um viés importante que € a escolaridade sobre o desempenho cognitivo, &
necessario proceder a uma normalizagdo dos dados de acordo com quatro niveis de
escolaridade formal, sendo: analfabetos, 1-3, 4-7, e acima de 7 anos de escolaridade. Essa
normalizagcdo € embasada em valores médios e desvios-padrédo calculados para um grupo

controle em cada teste para cada nivel de escolaridade (Nitrini et al., 1994).

2.3 Comprometimento cognitivo leve

Além do quadro demencial propriamente dito, existem outros disturbios
neurodegenerativos que surgem em consequéncias da idade como o comprometimento
cognitivo leve (CCL). O CCL trata-se de um conceito em evolug¢ao, sendo uma condi¢ao que
representa uma fase intermediaria ou de transicdo da funcdo cognitiva entre o
envelhecimento saudavel e a deméncia. Pode ser também caracterizado como uma
sindrome cujo declinio cognitivo € maior que o esperado para a idade e para o nivel
educacional do individuo com alteragdes perceptiveis da memoaria episédica, mas que nao
interfere de forma significativa nas atividades diarias, ndo sendo incapacitante e nao
preenchendo os critérios clinicos para o diagndstico de deméncia (Gauthier et al., 2006;
Petersen, 2011).

CCL é uma condigdo comum na velhice, pois estima-se que entre 10% e 20% das

pessoas a partir de 65 anos sofram de CCL. A identificacdo do estado de CCL é algo
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relevante, na medida em que sujeitos com essa condigdo tém maior conversado para a
deméncia em comparacao aos individuos sem CCL (Petersen, 2011; Schiégl & Holick,
2014). Hansson et al. (2006) demonstraram que os individuos com CCL que tinham baixos
niveis do peptideo B-amildide e niveis elevados da proteina Tau no liquido cefalorraquidiano
foram significativamente mais propensos a sofrer progressao para DA do que individuos
sem este perfil.O risco de individuos com CCL desenvolverem DA é de 5%-15% ao ano
(Moon, 2014).

O CCL pode ser considerado como um subconjunto de doengas das mais diversas de
comprometimento cognitivo que n&o-deméncia, incluindo prejuizos resultantes de
traumatismo craniano, abuso de drogas ou disturbios metabdlicos. A diferenciagdo de
deméncia do CCL baseia-se na determinacido da existéncia ou ndo de uma interferéncia
significativa na capacidade funcional no trabalho ou nas atividades diarias habituais. Dessa
forma, devido as especificidades desta sindrome clinica e cognitiva, as definicbes precisas
entre a cognicao normal e CCL e entre CCL e deméncia sao dificeis, sendo que o
julgamento clinico deve ser realizado por um médico especialista com base nas
circunstancias individuais do paciente para fazer essas distingbes (Albert et al.,, 2011;
McKhann et al., 2011). O CCL pode seguir varias trajetérias: uma condicao transitéria na
qual o sujeito retorna a sua condicdo de normalidade cognitiva; a alteragdo cognitiva pode
se manter estavel, sem retorno a normalidade e sem piora das fungbes cognitivas; ou o CCL
pode progredir para um padrao de declinio cognitivo que se caracteriza pela evolugao para a
deméncia, sendo considerada uma fase precoce da DA (Ward et al, 2012).Estudos
demonstraram que o CCL é um grupo heterogéneo no seu seguimento clinico. Os subtipos
de CCL séao caracterizados como: CCL amnéstico e ndo amnéstico. O individuo com CCL
amnéstico apresenta somente déficit de memaria episddica, sendo que outras capacidades
cognitivas, como a fungédo executiva, o uso da linguagem e as habilidades visuoespaciais,
sao relativamente preservadas, e as atividades funcionais estido intactas, exceto talvez para
algumas ineficiéncias suaves. Em ensaios clinicos com pacientes com CCL amnéstico, mais
de 90% dos individuos com progressao para deméncia apresentavam sinais clinicos de
DA. No CCL nao-amnéstico verifica-se um déficit em outra habilidade cognitiva diferente da
memoria, afetando, por exemplo, a atengdo, o uso da linguagem, ou as habilidades
visuoespaciais. Esse tipo de CCL é menos comum do que o tipo amnéstico e pode ser o
precursor de deméncias que n&o estéo relacionadas com a DA, como a degeneragao lobar

frontotemporal ou a deméncia com corpos de Lewy (Petersen, 2011).
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2.4 Doencga de Alzheimer

A DA foi descrita pela primeira vez em 1906 pelo médico psiquiatra e
neurofisiologista alemao, Alois Alzheimer, quando descreveu a patologia da doenga por
meio de um estudo de caso de uma paciente com 51 anos, chamada Auguste Deter, na qual
Alois observava alteracbes comportamentais e cognitivas incomuns para sua idade. Apds
seu falecimento constatou-se, por meio de necrdpsia, que seu cérebro apresentava uma
atrofia generalizada, com grande perda neuronal, principalmente em regides relacionadas a
memoria e habilidades intelectuais. Este trabalho pioneiro abriu o caminho para inimeros

outros estudos (Instituto Alzheimer Brasil, 2016).

A DA cresce a cada ano devido ao aumento da expectativa de vida, havendo uma
prevaléncia estimada de 10-30% na populagdo maior de 65 anos de idade, com uma
incidéncia de 1-3% ao ano. A maioria dos pacientes com DA (>95%) tém a forma
esporadica, que é caracterizada por um aparecimento tardio da doenca (80-90 anos de
idade) (Colin et al., 2015). A DA é uma doencga poligénica, ou seja, ha interacido de fatores
genéticos e ambientais e possui evolugao insidiosa (Schlogl & Holick, 2014; Annweiler et al.,
2015).

A DA é um disturbio neurodegenerativo crénico caracterizado por um progressivo e
irreversivel declinio cognitivo, com impacto deletério em certas fungdes intelectuais, como
na memoaria, na orientagdo no tempo e no espaco, no pensamento abstrato, no aprendizado,
na incapacidade de realizar calculos simples, nos disturbios da linguagem, na comunicac&o

e na capacidade de realizar as tarefas cotidianas (Annweiler et al., 2010).

Entre os sintomas comuns da DA estdo a perda de memdria; dificuldades para
planejar e resolver problemas, executar tarefas domésticas, do trabalho ou lazer, confusao
com locais e horarios, problemas de linguagem oral e escrita, perda da capacidade de
julgamento, mudangca de humor e personalidade, apatia e depressao (Alzheimer’s
Association, 2015).

Para se estabelecer o diagndstico da DA, necessita-se de uma avaliagédo clinico-
neuropatoldgica, podendo ser auxiliada para maior confiabilidade diagnéstica, por exames
de neuroimagem estrutural, molecular e funcional, e investigagdo de biomarcadores no
liquido cefalorraquidiano (LCR) (Brucki, 2016).

Atualmente, ndo existe cura para a DA e nem um tratamento capaz de reverter os
danos cerebrais, entretanto, tratamentos para minimizar os sintomas estdo disponiveis, os

quais podem diminuir temporariamente o agravamento das manifestagdes de deméncia,



26

retardar a evolugdo natural da doenga, aliviar os déficits cognitivos e alteragbes
comportamentais, a fim de melhorar a qualidade de vida dos pacientes e de seus
familiares. Ha uma continua investigagdo com um esfor¢o mundial em curso para encontrar
melhores formas de se tratar a doenga, atrasar o seu aparecimento, ou até mesmo impedir o

seu desenvolvimento (Bottino et al., 2002; Forlenza, 2005).

A DA pode apresentar-se sob duas formas, a de inicio precoce, que € rara, na qual
0s primeiros sintomas aparecem antes dos 65 anos, associada a forma familiar da doenca; a
outra, de inicio tardio, sendo a mais comum, onde normalmente os sintomas se
desenvolvem apds esta idade, estando associada a forma esporadica da doenca. Esses

dois tipos da DA tém, geralmente, diferentes padrées de heranga genética.

Os casos de DA familiar (<1%) apresentam fatores de risco genéticos com padrao
de transmissdo autossdbmica dominante, incidindo em individuos mais jovens
(habitualmente antes dos 65 anos de idade), determinados por mutagdes em um dos trés
genes: gene da proteina precursora de amiloide (APP), situado no cromossomo 21, e os
genes da presenilina, PSEN-1 (cromossomo 14) e PSEN-2 (cromossomo 1), que codificam
proteinas envolvidas no metabolismo da APP. Em individuos com trissomia do cromossomo
21 (Sindrome de Down), observa-se um aparecimento precoce dessa patologia
provavelmente por possuirem uma terceira copia do gene APP (Avramopoulos, 2009;
Khorramet al., 2013).

A DA de inicio tardio segue um padrao de heranga complexo, possuindo um numero
pequeno, mas crescente, de genes ja identificados que afetam, em diferentes graus, as
chances de desenvolvé-la. O gene que exerce maior influéncia para a ocorréncia da doenca
€ o que codifica a apolipoproteina E (ApoE). Este gene é encontrado no cromossomo 19 e
apresenta diferentes variagdes polimérficas que resultam nos alelos épsilon 2 (€2), épsilon 3
(€3) e épsilon 4 (¢4), para o qual é relatado que a presenga de um ou dois alelos €4 esta
associada com uma maior predisposi¢cao a doencga, entretanto o alelo €2 esta relacionado
com uma menor probabilidade de desenvolver a DA (Wilson et al., 2002; Keeney &
Butterfield, 2015).

O gene ApoE codifica uma glicoproteina envolvida no metabolismo e transporte de
lipidios no organismo e reparagao de lesdes no cérebro. Ademais, a ApoE desempenha
importante papel no metabolismo da glicose, na fungdo mitocondrial, na neuroinflamagéo, na
sinalizagdo neuronal, no processamento da proteina beta-amiloide (AB) e na

hiperfosforilagdo da proteina tau (Bu et al. 2009; Keeney & Butterfield, 2015).
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Até o momento, apenas o gene da ApoE tem uma associagao confirmada com a DA
de inicio tardio. No entanto, variantes dos genes CLU, PICALM, CR1, BIN1, ABCA7, MS4A,
CD33, EPHA1 e CD2AP estéo ligadas ao risco de desenvolvimento da DA, mas os seus
efeitos sdo muito menores quando comparados ao gene ApoE (Alzheimer’s Society, 2015).
Por conseguinte, torna-se extremamente importante o estudo de outros genes a fim de

conhecer melhor aspectos genéticos que estejam associados a DA.

2.4.1 Fatores de risco e fisiopatologia da Doencga de Alzheimer

Os fatores de risco associados a DA podem ser divididos em modificaveis e nao
modificaveis. O envelhecimento é o principal fator de risco ndo modificavel, mas também
sdo importantes o polimorfismo da ApoE (e4), mutacbes genéticas relacionadas a DA
familiar e a ocorréncia de CCL. Dentre os fatores de risco modificaveis estdo o nivel
educacional, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, processo inflamatdrio, obesidade,
tabagismo, sedentarismo, depressao, trauma com lesdo cerebral, engajamento social e
cognitivo. Muitos deles ndo podem ser alterados, entretanto, medidas podem ser realizadas

para reduzir os riscos, uma vez identificados (Keeney & Butterfield, 2015; Brucki, 2016).

As principais caracteristicas conhecidas da patologia da DA s&o o acumulo de placas
de proteina B-amiloide (AB), emaranhados neurofibrilares (causados pela hiperfosforilagéo
da proteina tau), déficit colinérgico, extensa perda neuronal, alteragbes sinapticas no cortex
cerebral, e reducdo progressiva do volume cerebral, especialmente nas areas associadas a
memoria e maior fungdo executiva, como o hipocampo (Keeney & Butterfield, 2015; ABRAZ,
2016).

O peptideo AB, que inicialmente se agrega em oligbmeros, exerce uma agao
deletéria na agdo sinaptica colinérgica, alterando o mecanismo envolvido na formagao de
memoria a longo prazo. O acumulo de AB no cérebro causa efeitos neurotdxicos diretos,
como dano oxidativo por acdo na peroxidacao lipidica; oxidacido de proteinas e formacgao de
oxigénio e nitrogénio reativos; interferéncia no transporte e na sintese de glutamato, com
aumento de radicais livres pela excitotoxicidade; e dano inflamatério aos neurénios por agao

da microglia reativa quando ocorre o depésito amiloide extracelular (Brucki, 2016).

E descrito também a hipdtese de que a neuroinflamagado esteja relacionada com a
origem da neurodegeneragdo na DA, uma vez que as citocinas liberadas durante este
processo podem prejudicar o funcionamento de diversos processos celulares. Observa-se
no processo de inflamagao cronica no cérebro danos aos neurénios e as células da glia, os
quais provocam danos nas areas do cérebro essenciais para a cognigao (Marchesi et al.,
2011; Wang et al., 2015).
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2.4.2 Biomarcadores da Doencga de Alzheimer no liquido cefalorraquidiano

Uma das causas da neurodegeneragdo na DA é a clivagem proteolitica anormal da
APP, determinada pela acdo de a-, - e y-secretases, que favorecem a producdo de um
fragmento de 42 aminoacidos (AB+.42), @o invés da clivagem normal, na qual é produzida a
forma mais comum da proteina AB, com 40 aminoacidos. O fragmento com AB (142
apresenta maior capacidade de agregacao e deposi¢céo na parte extracelular dos neurdnios,
levando consequentemente a formacgao de fibras amiloides ou placas senis, que prejudicam

o funcionamento das sinapses (Lucatelli et al., 2009; Bekris et al., 2010).

Também ocorre na patologia da DA a formac¢ao de emaranhados neurofibrilares, que
consistem em filamentos helicoidais da proteina Tau hiperfosforilada (Tau-P), que se
acumulam no citoplasma neuronal (Munoz & Feldman, 2000), e que tém como funcgao
estabilizar os microtubulos neuronais, o que estaria prejudicado na DA, além de
comprometer o transporte de nutrientes e moléculas essenciais para os neurénios (Parihar
& Taruna, 2004; Rudy et al., 2010).

Embora a maioria das pessoas desenvolva algumas placas e emaranhados a medida
que envelhecem, individuos com DA tendem a desenvolver em propor¢cées muito maiores
com um padrao previsivel, comecando em areas importantes para a memoria antes de se
espalhar para outras regides. A maioria dos especialistas acreditam que as modificagbes
causadas por essas proteinas no cérebro desempenhem um papel critico no bloqueio da
comunicagado entre as células nervosas e perturbam os processos que as células

necessitam para sobreviver (Alzheimer’s Association, 2016).

O diagnostico da DA é realizado de forma clinica, mas ha uma constante
investigagdo em busca de outros marcadores clinicos ou biolégicos que possam auxiliar na
obtengdo de uma melhor acuracia diagndstica. Assim, nos ultimos dez anos, diversas
pesquisas tém sido conduzidas no intuito de obter a validacdo de biomarcadores no LCR
que possam ajudar e facilitar o diagndstico dessa sindrome demencial, tornando-o mais
precoce e preciso (ABRAZ, 2016).

A andlise de biomarcadores no LCR pode ser muito util na identificagdo de causas
especificas de deméncia, especialmente infeccbes do SNC, e doengas neoplasicas e
inflamatérias, evitando diagndsticos equivocados (Nitrini et al., 2005). Podem ser usados
também na identificagdo de individuos assintomaticos em risco de desenvolvimento e em
estagios pré-clinicos da DA, no acompanhamento da progressdo da doenca e na avaliagao
de resposta ao tratamento (Babic et al, 2014). As analises no LCR consistem

principalmente na dosagem da AB (AB142), Tau-T e Tau-P (Caramelli et al., 2011; Dubois et
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al., 2014). Normalmente, a AB € eliminada pelo LCR, mas nos pacientes com DA, sua
concentragcado no LCR cai em virtude de sua acumulacio no cérebro. Simultaneamente, com
a morte neuronal, a Tau-T e Tau-P que também sdo normalmente eliminadas pelo LCR,
estdo aumentadas. Desse modo, na DA ocorre diminuicdo da concentracdo de AB e
aumento da concentracdo de Tau-T e Tau-P no LCR. Estudos sugerem que os niveis
desses marcadores no LCR refletem a intensidade de degeneragdo e dano neuronal no
cérebro, os quais sdo capazes de diferenciar os pacientes com DA de idosos saudaveis com
80-90% de sensibilidade e especificidade (Blennow et al., 2010).

A interpretagdo destes biomarcadores no LCR deve ser sempre criteriosa e
confrontada com o quadro clinico, sendo que os resultados dos biomarcadores devem
sempre ser avaliados em conjunto para a caracterizagdo da assinatura patolégica da DA,
conferindo uma forga diagndstica no achado laboratorial (Caramelli et al., 2011; Dubois et
al., 2014). Por conseguinte, o IATI - Innotest Amiloide Tau Index - obtido pela relacido entre
os valores de AB e Tau: (AB142/(240 + 1.18 x Tau), assim com a relacdao Tau Total/AB,
parecem apresentar melhor interpretagdo diagndstica para a DA do que o resultado isolado

de cada biomarcador (Mattsson et al., 2013; Magalhaes et al., 2015).

2.5 Vitamina D

A vitamina D (VITD) funciona como um hormédnio esteroide, pois pode ser produzida
de forma enddégena através da pele a partir da exposicdo a luz solar (raios UVB). E
sintetizada a partir da conversao de um precursor, o 7-dehidrocolesterol, sendo que parte
dela é proveniente de poucas fontes alimentares, tais como 6leo de figado de bacalhau,

salméao, gema do ovo, sardinha e leite (Alves et al., 2013).

O termo VITD engloba um grupo de moléculas secosteroides, sendo que entre suas
varias formas, a vitamina D2 (ergocalciferol) e vitamina D3 (colecalciferol) séo as
principais. A vitamina D2 é encontrada essencialmente a partir de fontes vegetais como
cogumelos, cereais e 6leos vegetais, enquanto que a vitamina D3 ¢ sintetizada pela pele
(cerca de 80% da VITD usada no organismo) ou proveniente de fontes de animais. Ambas

as formas, uma vez ingeridas, sdo metabolizadas da mesma maneira (Landel et al., 2016)

Os fatores que influenciam a sintese de VITD pela pele sdo bastante variaveis,
dependendo da exposicdo a luz solar, pigmentagdo, envelhecimento, sexo, etnia,
obesidade, perfil lipidico, latitude, estacdo do ano, vestuario, uso de protetor solar,
condicdes meteoroldgicas locais e fatores genéticos. Os niveis de VITD sé&o
consideravelmente mais baixos na etnia negra do que na etnia branca, devido a maior

pigmentagdo da pele necessitando, assim, maior exposi¢ao ao sol ou ingestao de VITD para
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obter nivel sérico adequado. Normalmente, para individuos brancos estima-se que 30
minutos de exposi¢ao corporal ao sol diariamente durante o verdo originam niveis de VITD

clinicamente suficientes (Alves et al., 2013; Schlégl & Holick, 2014; Gangwar et al., 2015).

A VITD proveniente da pele ou da dieta é biologicamente inerte e requer uma
primeira hidroxilagdo no figado, pela 25-hidroxilase, formando a 25-hidroxivitamina D
(25(0OH)D), forma parcialmente hidrossoluvel que circula ligada as proteinas plasmaticas.
Esta requer mais uma hidroxilacdo a nivel renal, pela 1a-hidroxilase, para formar a 1,25-
dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D), a forma biologicamente ativa da VITD. Esta forma, que é
responsavel pela regulacdo de mais de 200 genes, circula em concentragdes inferiores
aquelas da 25(0OH)D, mas tem uma afinidade muito maior com os receptores da VITD (VDR)
presentes em varios tecidos e é biologicamente mais potente (Alves et al., 2013; Schlogl &
Holick, 2014; Landel et al., 2016). A Figura 1 apresenta o metabolismo da VITD e agdes

mediadas pela sua forma ativa.
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Figura 1: Metabolismo da vitamina D e agbes mediadas pela forma ativa da vitamina
D. A vitamina D da pele ou da dieta é biologicamente inerte e é transportada até o figado onde sofre
sua primeira hidroxilagdo transformando-se em 25(OH)D. A 25(OH)D é entdo levada até o
rim transformando-se em 1,25(0OH)2D. A vitamina D ajuda a manter os niveis de calcio e fésforo
séricos por atuar sobre os tecidos dsseos e na absorgao intestinal desses ions, os quais atuam nas

fungdes metabdlicas, neuromusculares e 6ssea. (Adaptada Holick, 1998).

O envelhecimento populacional, dieta que fornece pouca VITD e mudanga no estilo

de vida do ser humano, com uma drastica reducéo da exposicao a luz solar, esta causando
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uma hipovitaminose D generalizada. Diversos estudos recentes mostram que a
deficiéncia de VITD esta presente em proporcdes epidémicas em varias partes do mundo,
acompanhada de diversos agravos a saude, sendo aproximadamente 14% da populacdo
mundial com niveis insuficientes de VITD (Galvao et al., 2013; Chei et al., 2014; Gangwar et
al., 2015).

Sabe-se que a VITD é muito importante para a regulagdo do metabolismo 6sseo, e
que sem ela, apenas 10-15% da dieta do calcio é absorvido. Entretanto, evidéncias recentes
sugerem um papel imunomodulador da VITD em varias fungdes do organismo,
correlacionando niveis insuficientes de VITD com um risco aumentado de desenvolvimento
de varias patologias ndo 6sseas. Estudos destacam o impacto da deficiéncia de VITD como
fator que favorece o desenvolvimento de diversas doengas, entre elas as cardiovasculares,
neuroldgicas, auto-imunes, diabetes mellitus e doengas malignas (Mpandzou et al., 2015;
Moon, 2014). Desse modo, a concentragdo suficiente de VITD no organismo é essencial
para a manuten¢cdo da boa saude em geral, sendo que muitos paises desenvolvidos ja
reconhecem seus beneficios para o organismo, e fortificam alimentos com VITD (Alves et
al., 2013; Galvao et al., 2013).

Apesar do reconhecimento da importancia da VITD para a saude, com expressivo
numero de estudos pela comunidade cientifica sobre aspectos moleculares da fisiologia e
epidemiologia da VITD, algumas questdes ainda sdo controversas. Essas incluem as razdes
para uma parcela tdo extensa da populagdo mundial apresentar baixos niveis de VITD, qual
seria o melhor ensaio laboratorial para a dosagem e quais parametros devem ser utilizados
para definir adequadamente os pontos de corte para expressar suficiéncia, insuficiéncia ou
deficiéncia de VITD (Castro, 2011).

2.5.1 Dosagem do nivel sérico da vitamina D

O status da VITD é determinado pelo nivel sérico de 25(OH)D, que corresponde a
soma de 25(0OH)D2 e 25(OH)D3. O nivel sérico de 25(OH)D é o melhor indicador do
conteudo corporal de VITD ao refletir a vitamina obtida a partir da ingestao alimentar e da
exposicao a luz solar, bem como a conversao de VITD a partir dos depdsitos adiposos no
figado (Alves et al., 2013).

Normalmente, a dosagem da 1,25(OH);D nao é realizada, a nao ser por
investigagdes de insuficiéncia por motivo renal, por ser instavel, ter meia-vida curta e

concentracdes séricas em média 1.000 vezes inferiores as da 25(OH)D.
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Até o momento, ndo ha consonéancia na comunidade académica sobre a melhor
classificagdo em relagdo aos niveis séricos de 25(0OH)D, mas atualmente a mais utilizada
considera-se um valor sérico de 25(OH)D inferior a 30ng/mL como nivel ndo suficiente de
VITD. Sendo assim, € importante que a determinagéo desses valores seja gerada com base
em estudos clinicos e epidemiologicos e conforme o método utilizado para dosagem
(Mpandzou et al., 2015; Littlejohns et al., 2015).

Os valores de 25(OH)D podem ser expressos em nmol/L ou ng/mL (1 ng/mL
corresponde a 2,496 nmol/L). Na maioria dos estudos aqui relatados, os valores sédo

classificados de acordo com o Quadro 1, a seguir:

Quadro 1: Valores de referéncia para os niveis séricos de 25(OH)D.

Classificacdo quanto aos
Nivel de 25(0OH)D (ng/mL)  Nivel de 25(OH)D (nmol/L)

niveis
<20 <50 Deficiéncia
20 -30 50 - 80 Insuficiéncia
31- 100 80 - 250 Suficiente
>100 >250 Excesso
>150 >325 Intoxicagao

Fonte: (Grant & Holick, 2005)

Apesar da melhoria dos ensaios para dosagem da 25(OH)D, ha variabilidade dos
resultados laboratoriais, sendo que essa imprecisdo analitica resulta em dificuldade na
aplicagdo de limites diagndsticos rigidos. Embora existam varios métodos de dosar a
25(0OH)D [por radioimunoensaio, quimioluminescéncia, ensaios enzimaticos, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectrometria de massa (MS) ou por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC/MS)], a preciséo e exatidao destes testes ainda

ndo sdo satisfatorias (Alves et al., 2013).

Em alguns imunoensaios ha medigao de 25(0OH)D2 e 25(0OH)D3, porém a detecgao
de 25(0OH)D2 ¢é variavel e possui poucas informagdes disponiveis para a padronizacao.
Dessa maneira, alguns imunoensaios podem levar a erros de interpretacao e classificagao
clinica, no entanto, os imunoesaios tém a vantagem da automagao na dosagem e uma boa
sensibilidade (<25nmol/L) (De La Hunty et al., 2010).
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Para resolver os problemas decorrentes dos métodos de imunoensaio, técnicas de
medicao da 25(0OH)D baseadas em CLAE e MS tém sido utilizadas como métodos analiticos
de referéncia, possuindo deteccdo de 25(0OH)D2 e 25(OH)D3 com boa sensibilidade,
precisdo e correcdo de amostras com padrao interno. Entretanto, sua utilizagcdo é limitada
pelos custos operacionais, trabalho intenso para procedimento de tratamento prévio de
extragdo da amostra e auséncia de consisténcia na padronizagéo (De La Hunty et al., 2010;
Alves et al., 2013).

A medida que procuramos compreender os recentes papéis da VITD para a saude, a
importancia da sua medigdo exata torna-se essencial. E necessaria melhor concordancia
entre os métodos, tanto para permitir a comparagcdo mais significativa entre os estudos de
investigagdo, como também para facilitar um acordo sobre a dosagem adequada para a

uma terapia de suplementacdo com VITD (Alves et al., 2013).

2.6 Receptor da vitamina D

E proposto que a VITD esteja associada a diversas fungdes no organismo,
possuindo, portanto, acéo pleiotropica complexa. Porém, permanece sem comprovacao se a
concentracao sérica de 25(OH)D reflete verdadeiramente o resultado funcional da agéo de
VITD em outras areas, além da sua agao classica no metabolismo dsseo, e até que ponto
sua atuagdao é afetada pelos diversos fatores como alteracbes ambientais, enzimas
metabdlicas, proteinas de ligagado, ou polimorfismos genéticos do seu receptor (Landel et al.,
2016).

A sinalizagdo da 1,25(0OH);D é mediada pelo receptor da vitamina D (VDR),
pertencente a familia dos receptores nucleares dos horménios. A forma livre do receptor
estad presente no citoplasma, e quando ligado a forma ativa da VITD, transloca-se para
0 nucleo, onde ira associar-se a promotores de diversos genes, modulando a expressao

dos mesmos e produzindo multiplos efeitos biolégicos (Thomaz, 2013).

O VDR é encontrado em diversos tecidos e conhecido por modular a proliferagao,
diferenciagao celular, e a absorcao de calcio pelo intestino (Kamel et al., 2014). Entre as
poucas células que nado apresentam receptores para VITD estdo as hemacias, células
musculares estriadas maduras e algumas células altamente diferenciadas SNC, como as

células de Purkinje e os neurdnios do setor CH4 do prosencéfalo basal (Castro, 2011).

O gene VDR esta localizado no cromossoma 12q13, composto por 14 éxons, sendo

6 deles nao codificantes, e abrange 75 kb do DNA gendmico. O VDR codifica um receptor
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nuclear com efeitos pluripotentes, que é capaz de se ligar especificamente ao DNA quando
ativado (Khorram et al., 2013; Keeney & Butterfield, 2015; Annweiler et al., 2015).

2.6.1 Polimorfismos do gene VDR

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) do gene VDR humano podem modificar a
via da VITD, tornando a interagdo entre VDR e VITD alterada, correlacionando, assim, o
VDR a fatores de risco independentemente da concentragédo de VITD no organismo (Gezen-
AK et al., 2012; Gangwar et al., 2015).

Polimorfismos do gene VDR sao associados com alteragdo na estrutura da proteina
ou expressao genética alterada. Mais de 30 SNPs no gene VDR foram descritos, mas ha
quatro variantes, denominadas de acordo com as enzimas de restricao utilizadas na sua
identificacdo, que tém sido mais extensamente estudadas: Fokl (rs10735810), Bsml
(rs1544410), Apal (rs7975232) e Taql (rs731236) (Kamel et al., 2014; Agnello et al., 2016).

Os polimorfismos Bsml, Apal e Taql estdo localizados na extremidade 3’-UTR do
gene. Bsml e Apal estao localizados dentro de introns, portanto, ndo resultam em alteragdes
estruturais da proteina VDR, mas regulam a estabilidade do mRNA, sendo que a
substituicdo do alelo A (adenina) por G (guanina) e do alelo A por C (citosina),
respectivamente, podem influenciar na expressao da proteina VDR. Taql esta localizado no
éxon 9 e sua transicao do alelo T (timina) para o alelo C resulta em uma mutagéo silenciosa
(ambos codificam a isoleucina) no gene VDR, sendo ainda necessario investigar como esta
alteragdo silenciosa modifica a estrutura da proteina (Kamel et al., 2014; Agnello et al.,
2016).

Outra variante localizada préoximo a regiao 5’-UTR no sitio de iniciagcdo da traducao
do VDR, o polimorfismo Fokl, modifica o cdodon de iniciacdo da traducgao, influenciando a
atividade transcricional do gene. A substituicdo do alelo C para T gera variagdo no
comprimento da proteina VDR. A proteina VDR mais curta, com 424 aminoacidos, parece
apresentar maior ativacdo das células-alvo do que a variante com 427 aminoacidos,
resultando numa diferenca na modulagao dos fatores de transcricido sobre os quais a VITD
atua (Mathieu & Badenhoop, 2005; Angnello et al., 2016; Landel et al., 2016). A Figura 2

apresenta a estrutura do gene VDR.
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Figura 2: Estrutura do gene VDR. Estende-se por uma regido genémica de 75kb e contém 14

éxons (indicados com caixas). As posi¢des aproximadas dos quatro polimorfismos (Fokl, Bsml, Apal e

Tagql) séo indicadas com setas (Fonte: adaptada de Manchanda et al., 2012).

2.7 Vitamina D e cognigao

Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo de estudos sugerindo que a
dieta € uma das mais importantes variaveis para a boa saude, demonstrando que a ingestao
adequada de alimentos, como as vitaminas, influencia diretamente a prevencao de diversas

doencas incluindo a deméncia (Ulstein & Béhmer, 2016).

A VITD é reconhecida pelos seus beneficios na absor¢cao e metabolismo do calcio,
mas muitas investigagdes tém mostrado que a VITD também regula uma grande quantidade
de genes, 0s quais exercem agdes especificas sobre alvos bioldégicos, tais como o sistema
nervoso. Estes efeitos ndo classicos de VITD ndo sado, entretanto, surpreendentes, haja
vista que o VDR é encontrado em diversos tipos de células no SNC, incluindo neurénios e
células gliais do hipocampo, cértex e zona sub-cortical, regides estas essenciais para a
cognicao (Hooshmand et al., 2014; Tucker, 2016). Além disso, a 1,25(0OH).D é encontrada
no LCR, e genes que codificam elementos para a sua biossintese sdo expressos no cérebro
(Gangwar et al., 2015).

Milhares de pessoas sao deficientes em VITD em todo o mundo, mas os idosos sao,
especialmente, os mais afetados. Neste grupo, aos 70 anos, a capacidade da pele para
sintetizar a VITD é reduzida em mais de 50% quando comparados com pessoas de 20 anos
de idade. Os principais fatores que contribuem para esta deficiéncia sdo o afinamento da
pele, a comum desnutricdo e o confinamento de idosos. No entanto, o envelhecimento nao
afeta a absorcdo intestinal da VITD, sendo possivel a reversdo desse quadro de

hipovitaminose D através de suplementagao (Schlégl & Holick, 2014; Annweiler et al., 2015).
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Varios estudos correlacionam a VITD com fung¢des neurolégicas, podendo ter um
papel imunomodulador, com um efeito anti-inflamatério e anti-auto-imune, e impacto na
neuroplasticidade (Gangwar et al., 2015). Evidéncias acumuladas indicam a associacao
entre as concentragbes mais elevadas de VITD e a melhoria da saude cognitiva, sugerindo
um aumento significativo no risco de desenvolver transtorno cognitivo em pessoas com
baixos niveis de 25(OH)D em comparagdo com aqueles com niveis normais (Balion et al.,
2012; Schlégl & Holick, 2014; Annweiler et al., 2015).

Varios estudos descrevem possiveis funcbes da VITD no SNC, como acao
neuroesteroide, modulagédo da producao de fator de crescimento neuronal (NGF), sintese do
oxido nitrico induzivel (iNOS) e maior sobrevivéncia dos neurdnios apds exposicado a
estimulos citotéxicos. Também relacionam que a ligagédo da VITD ao VDR desencadeia uma
protecado neuronal contra processos degenerativos presentes na DA, incluindo a agéo anti-
inflamatéria; o efeito anti-oxidante; o controle da homeostase do calcio, através da regulacao
da concentragao de calcio intracelular em neurdnios do hipocampo; a indugao da expressao
genética de diversos neurotransmissores; a regulacdo de agentes neurotréficos; o controle
da diferenciacdo neuronal e na maturacdo, € aumento da atividade de colina-
acetiltransferase no cérebro (Balion et al., 2012; Mpandzou et al., 2015; Annweiler et al.,
2011- 2015 - 2016).

Banerjee et al. (2015) relataram uma diminuicido do mRNA do VDR na regiao do
hipocampo por meio de analise post-mortem no cérebro de pacientes com DA. Em outros
experimentos com animais e com culturas de células, verificaram-se a¢des neuroprotetoras
da VITD, como a estimulagdo dos macréfagos, o que aumenta a degradagao das placas B-
amiloides, redugdo da citotoxicidade e da apoptose em neurdnios (Annweiler et al., 2015;
Assmann et al., 2015).

Efeitos neuroprotetores foram relatados por testes comparativos clinicos que
mostraram promog¢ao da neurotransmissao, neurogénese, fagocitose e depuragao da A e a
prevencdo da morte neuronal apos a suplementacdo de VITD, sejam na populacdo idosa
geral ou em pacientes com sintomas de DA, sugerindo que a suplementacdo com
VITD pode contribuir para a prevengao contra esses disturbios neurologicos (Annweiler et
al., 2014; Littlejohns et al., 2014; Schlégl & Holick, 2014; Assmann et al., 2015).

Bartali e colaboradores (2014) realizaram um estudo durante 9 anos, onde
investigaram, em cada ano, os niveis de VITD em relagdo ao estado cognitivo de mulheres
idosas. Como resultado, foi observada uma associacdo entre maiores concentragdes de

VITD com uma melhor fungao cognitiva, apds 6 anos de follow-up.
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Por meio de estudos experimentais, varios autores também sugeriram que niveis
adequados de VITD e VDR em idosos podem estar associados a um melhor estado
cognitivo. Em experimentos com cultura de células, observou-se que as concentragdes mais
elevadas de 25(0OH)D e expressao de VDR foram associadas com menor acumulo de AB-
42), maior volume de substancia branca, e maiores medidas volumétricas de varias estruturas
cerebrais, incluindo estruturas do lobo temporal medial, como amigdala e hipocampo
(Grimm et al., 2013; Durk et al., 2014; Hooshmand et al., 2014).

Em uma revisdo de 37 estudos realizada por Balion et al. (2012), concluiu-se que
pacientes com MEEM mais elevados foram associados com concentragbes de 25(0OH)D
maiores que 50nmol/L. Em outro estudo experimental, com suplementagcdo de VITD,
também observou-se um aumento na pontuagcao no MEEM, concluindo que os niveis mais

baixos de VITD aumenta o risco para a DA (Gangwar et al., 2015).

O VDR é encontrado em varias regides do cérebro, como no lobo temporal, cortex
orbitofrontal, giro cingulado do talamo e amigdala (Landel et al., 2016). Estudos recentes
sugerem que o VDR pode ser um novo fator de susceptibilidade genética para a DA,
considerando que uma reducéo significativa no numero de mRNA do VDR esta associada a
DA (Annweiler et al., 2014 - 2016).

Diversos estudos tém objetivado verificar se polimorfismos do gene VDR podem
aumentar o risco de desenvolvimento de DA, sugerindo que suas variagdes podem diminuir
a afinidade do VDR pela VITD. Assim, os achados encontrados, até o momento, propdem
uma investigagdo mais aprofundada sobre as associag¢des entre os polimorfismos do VDR e
a DA (Gezen-AK et al., 2007; Lee et al., 2014; Banerjee et al., 2015; taczmanski et
al., 2015; Annweiler, 2016). A Figura 3 apresenta os potenciais papéis da VITD no SNC.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%81aczma%C5%84ski%20%C5%81%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26093050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%81aczma%C5%84ski%20%C5%81%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26093050
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Figura 3: Potenciais papéis da vitamina D no sistema nervoso central (SNC).
(Adaptado de Annweiler et al., 2014).

Como os tratamentos farmacoldgicos para DA sao limitados, € de grande interesse
compreender como a dieta, inclusive de VITD, pode reduzir o risco DA e sua progressao. O
baixo status da VITD e polimorfismos do gene VDR podem ser potenciais fatores de risco
metabdlico para deméncia. Enquanto os dados ndo confirmam esta relagdo causal entre a
deficiéncia de VITD e incidéncia de deméncia, levanta-se a possibilidade de que os dois
possam estar etiologicamente ligados aos mesmos fatores de risco (Moon, 2014;
Hooshmand et al., 2014; Yesil et al., 2015; Berti et al., 2015). Ha, inclusive, explicacdes
voltadas para um cenario de causalidade inversa, onde a baixa ingestao de VITD ou a falta
de exposigao a luz solar, seriam consequéncias da propria deficiéncia cognitiva (Annweiler
etal., 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

A associacdo da VITD com a DA é de interesse em saude publica porque
tratamentos eficazes para a doenca ainda nao estdao disponiveis. Além disso, o declinio
cognitivo € um processo que ocorre a longo prazo, especialmente no caso da DA, em que o
diagndstico é precedido por uma longa fase pré-sintomatica (podrémica). Assim, uma vez
estabelecida a associagao da VITD com a DA, seria possivel intervir de forma preventiva ou

no sentido de retardar a evolugédo da doencga (Assmann et al., 2015).

Estudos sugerem que a sinalizagcao de VITD esta envolvida no desenvolvimento e
funcao cerebral e que baixas concentragdes de VITD no organismo estao associadas com a
prevaléncia da DA, outras deméncias e comprometimento cognitivo (Balion et al., 2012;
Littlejohns et al., 2014). Isso é motivo de preocupagido, dadas as altas taxas de

envelhecimento e deficiéncia de VITD em idosos.

A evidéncia epidemioldgica indica uma associacdo entre a VITD e cognicéo,
contudo, como os niveis plasmaticos adequados de VITD afetam o desempenho cognitivo
permanece inconsistente (Schlégl & Holick, 2014; Assmann et al., 2015). Assim, os dados
disponiveis sugerem que mais pesquisas sd0 necessarias para promover uma melhor
compreensdo do papel da VITD na DA. Até o momento, a pesquisa sobre VITD e cogni¢ao

em populacao idosa brasileira é inexistente.

Assim, o presente estudo justifica-se por tentar elucidar os mecanismos envolvidos
na agao da VITD e os polimorfismos do gene VDR que podem predispor aos disturbios
demenciais. A analise dos dados que foram obtidos poderao contribuir para a definicao de
novas hipoteses de estudo ou mesmo para auxiliar no estabelecimento de medidas

terapéuticas que ajudarao na prevengao destas doengas ou no retardo da sua evolugéo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar se existe associagdo entre os niveis séricos da VITD e polimorfismos no
gene VDR com as variaveis laboratoriais e desempenho cognitivo em uma populagéo idosa
com CCL e DA.

4.2. Objetivos especificos

e Comparar os niveis de VITD entre pacientes (DA e CCL) e controles e correlacionar
com o estado cognitivo em cada grupo.

e Comparar os parametros bioquimicos entre os grupos.

e Investigar a associacdo dos polimorfismos Tagl, Bsml, Apal, e Fokl do gene VDR
com a DA e CCL.

e Investigar a associagao dos polimorfismos do gene VDR com os niveis de VITD.

e Comparar os niveis de VITD e a frequéncia dos polimorfismos de VDR com
resultados laboratoriais constantes nos prontuarios, bem como com polimorfismos do
gene da ApoE.

e Avaliar os niveis de VITD em idosos com CCL e associar com o declinio cognitivo

medido durante acompanhamento clinico (follow-up) por cerca de um ano.
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5. CAPITULO 1

Avaliacao dos niveis plasmaticos de vitamina D
e polimorfismos no gene do seu receptor em pacientes

com disturbios cognitivos
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1. INTRODUGAO

Atualmente, ha um crescimento expressivo do numero de idosos no mundo e,
concomitantemente a este envelhecimento populacional, observa-se um aumento na
prevaléncia das doengas que tém como principal fator de risco a idade, como a deméncia
(WHO, 2011).

Deméncia € um termo geral caracterizado por uma diminui¢do da capacidade mental,
associada a outras alteragdes nas habilidades, as quais podem causar limitacbes na
autonomia funcional e na qualidade de vida dos individuos. Ja o comprometimento cognitivo
leve (CCL) € um termo utilizado para o grupo de individuos que estda em um estagio
intermediario entre o envelhecimento saudavel e o declinio cognitivo, que possui uma alta
incidéncia de conversao para deméncia (Gauthier et al., 2006). O diagnéstico de ambas as
formas clinicas é realizado com auxilio de testes neuropsicolégicos que avaliam o
desempenho cognitivo em varios dominios, sendo os exames mais utilizados o Mini-Exame
do Estado Mental (MEEM) e a Bateria Breve de Rastreio Cognitivo (BBRC), corrigidos pela
escolaridade, os quais apresentam boa especificidade e sensibilidade (Nitrini et al., 2005;
Brucki, 2016).

A principal causa de deméncia é a Doenca de Alzheimer (DA), um disturbio
neurodegenerativo crénico caracterizado por um progressivo e irreversivel declinio cognitivo,
identificado como uma doenga poligénica/multifatorial complexa com evolucio insidiosa. A
etiologia estd associada ao acumulo de placas de proteina 3-amildide (AB) e emaranhados
neurofibrilares causados pela hiperfosforilagdo da proteina Tau (ABRAZ, 2016), as quais
tém sido utilizadas como biomarcadores no liquor para auxiliar no diagnodstico mais preciso e

precoce (Caramelli et al., 2011).

A DA pode apresentar-se sob duas formas: de inicio precoce, que é rara, onde os
primeiros sintomas aparecem antes dos 65 anos, sendo os principais genes envolvidos
relacionados com o metabolismo da proteina precursora amiléide; e de inicio tardio, que
segue um padrao de heranga complexo, no qual o gene da Apolipoproteina E (ApoE) é
conhecidamente aquele que exerce maior influéncia para ocorréncia da doenga, sendo
relatado que a presenca de um ou dois alelos €4 esta associada com maior risco genético
para o desenvolvimento da DA (Wilson et al., 2002; Keeney & Butterfield, 2015).

A vitamina D (VITD) é sintetizada pela pele por meio da exposigéo a luz solar (UVB),
sendo parte dela proveniente de fontes alimentares. A sinalizagédo da VITD é mediada
pelo receptor da vitamina D (VDR), que associa-se aos promotores de diversos genes,

modulando a expressao dos mesmos e promovendo multiplos efeitos biolodgicos (Thomaz,



43

2013). O gene VDR esta localizado no cromossomo 12q13, composto por 14 éxons e
abrange 75 kb do DNA gendmico. Polimorfismos de base unica (SNPs) no gene VDR foram
associados com alteragbes na fungdo génica, sendo quatro variantes mais extensamente
estudadas, determinadas de acordo com as enzimas de restricdo utilizadas para sua
deteccado: Fokl (rs10735810), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) e Taql (rs731236). Fokl e
Taql estdo localizadas em regides exbnicas, enquanto Bsml e Apal estdo em regides
intrénicas do gene VDR. Estes SNPs estdo associados com alteracédo do local de iniciacdo
da traducgao (Fokl), alteracao na funcéo da proteina (Taqgl) ou em sua expressao (Bsml e
Apal) (Mathieu et al., 2005; Kamel et al., 2014; Landel et al., 2016; Agnello et al., 2016).

O VDR é encontrado em muitos tipos celulares, incluindo neurdnios e células gliais
do hipocampo, cértex e zona sub-cortical, regides estas essenciais para a cogni¢cao
(Hooshmand et al., 2014; Tucker et al., 2016). Alguns estudos tém relacionado niveis
adequados da VITD a acado anti-inflamatéria e antioxidante, a inducdo de genes
neurotransmissores, a regulacao de agentes neurotréficos e depuragao de AR (Balion et al.,
2012; Schlogl & Holick, 2014; Annweiler et al., 2015). Outros estudos tém também
objetivado verificar se os polimorfismos do gene VDR seriam fatores de risco para o
desenvolvimento da DA, sugerindo que as variantes podem diminuir a afinidade do VDR
pela VITD, podendo ocasionar neurodegeneragdo, conferindo um risco aumentado de
declinio cognitivo (Moon, 2014; Hooshmand et al., 2014; Yesil et al., 2015; Berti et al., 2015).

Desta forma, o presente estudo objetiva investigar se existe associagcdo entre os
niveis séricos da VITD e polimorfismos no gene VDR em uma amostra de pacientes
brasileiros com CCL e DA. Como oportuna complementagao, investigar-se-a também a
possivel associagdo entre os niveis desta vitamina com o declinio cognitivo em uma

pequena amostra de pacientes com CCL avaliados prospectivamente por cerca de um ano.

2. MATERIAIS E METODOS

21. Amostragem

Estudo transversal

Foram incluidos neste estudo, 32 pacientes com DA, 15 com CCL, e 24 individuos
idosos sem declinio cognitivo (grupo controle), pareados por idade e sexo, selecionados nos
ambulatérios de Neurologia e Geriatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, coordenados pelos Professores Paulo Caramelli e pela Maria Aparecida
Bicalho, respectivamente. Os participantes foram submetidos a exames clinicos e

neuroldgicos, incluindo avaliagdo cognitiva com aplicagdo do MEEM e BBRC, normalizados
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segundo a escolaridade (Nitrini et al., 2005). A normalizagdo do teste MEEM foi realizada
com os seguintes parametros: individuos analfabetos com pontuagdo menor que 20 foram
considerados com o teste alterado; com escolaridade de 1 a 4 anos, com pontuagao < 25;
de 5 a 8 anos, com pontuagao < 26,5; de 9 a 11 anos, com pontuacéo < 28; e > 11 anos de
escolaridade, com pontuagdao < 29. Os pacientes com suspeita clinica de DA ou CCL
tiverem uma amostra de liquor coletada e a classificacdo em um dos dois grupos foi
confirmada pelo IATI - Innotest Amiloide Tau Index - obtido pela relagéo entre os valores de
AB e Tau: (AB142/(240 + 1.18 x Tau), no qual os individuos com IATI < 1 foram classificados
como DA (Magalhaes et al., 2015).

As coletas de sangue e liquor foram realizadas no periodo de 2015 e 2016, nos
respectivos ambulatorios. Foram coletados de cada participante, amostras de sangue
periférico em tubos contendo anticoagulante do tipo EDTA e tubos sem anticoagulantes, e
10,0 mL de liquor. As amostras foram processadas e analisadas na Faculdade de Farmacia

da Universidade Federal de Minas Gerais.
Estudo longitudinal

Para o estudo de follow-up, foram incluidos 18 pacientes com CCL, nao incluidos no
estudo transversal, atendidos no ambulatério de Geriatria do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. O diagnéstico clinico foi complementado com a

bateria de testes cognitivos, conforme indicado acima.

As coletas de sangue foram realizadas entre os anos de 2010 e 2014. Foram
coletados de cada participante, amostras de sangue periférico em tubos contendo EDTA.
As amostras foram processadas e analisadas na Faculdade de Farmacia da Universidade

Federal de Minas Gerais.

Para ambos os estudos, ndo foram incluidos individuos com menos de 50 anos ou
mais de 90 anos; portadores de insuficiéncia renal crénica; doengas autoimunes; doencgas
hepaticas; cancer; processo infeccioso atual ou recente (nas ultimas 4 semanas); historico
de infarto agudo do miocardio (Ultimos 6 meses); uso atual de anti-inflamatorios (exceto
AAS); uso de anticoagulantes, a fim de excluir deméncias por outras causas (deméncia
mista ou infecciosa); outras deméncias que nao a DA. A ficha clinica preenchida durante a
entrevista/coleta (Anexo 1) e o prontuario médico, constando os resultados dos exames
laboratoriais, bem como as comorbidades apresentadas pelos pacientes, foram avaliados
para selecdo dos mesmos, os quais foram incluidos nos estudos apds a leitura,
compreensdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2) pelo

participante ou seu responsavel.
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Foram classificados como dislipidémicos os individuos com niveis plasmaticos
elevados de ftriglicerideos, colesterol total e lipoproteinas aterogénicas, como o colesterol
presente na lipoproteina de baixa densidade (LDLc), além de niveis reduzidos do colesterol
presente na lipoproteina de alta densidade (HDLc) e que faziam uso de hipolipemiantes,

segundo os valores preconizados por Santos et al. (2011).

Foi considerado como etilista o individuo que se autodeclarou usuario de bebida

alcodlica ou ex-consumista de bebida alcodlica.

O status de depresséao foi avaliado segundo estado emocional (ver ficha clinica,
anexo 8.1), por meio da aplicacdo de 2 questionarios, a Escala de Depressao Geriatrica
(Geriatric Depression Scale - GDS 15) (Marc et al.,, 2008) e a Escala de Cornell de
Depressao na Deméncia (The Cornell Scale for Depression in Dementia - CSDD) (Carthery-
Goulart et al., 2007).

O nivel de comorbidades foi calculado segundo o Manual of Guidelines for Scoring
Cumulative lliness Rating Scale for Geriatrics (CIRS-G) descrito por Miller & Towers (1991),

com classificagao dos pacientes de zero a 4, conforme gravidade da doenca.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-
UFMG - Anexo 3).

2.2. Analises laboratoriais

Apds padronizagdo e validacdo das anadlises, estas foram realizadas nos

Laboratérios de Bioquimica Clinica e Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFMG.
Analise molecular

O DNA genbmico foi extraido a partir de amostras de sangue total colhido em EDTA
utilizando o kit BioPur® Mini Spin (Biometrix®). A pesquisa dos polimorfismos (rs10735810,
rs1544410, rs7975232, rs731236) do gene VDR foi realizada por PCR, seguida de digestao
com as enzimas de restricao Fokl, Bsml, Apal e Taql, e posteriormente, eletroforese em gel
de poliacrilamida 6% e coloragdo com nitrato de prata (Ver material suplementar, Tabelas 1
e 2) (Ranjzad et al., 2011).

A genotipagem do gene APOE (rs429358 e rs7412) foi também realizada por PCR,
seguida por digestdo enzimatica com Hhal e eletroforese em gel de poliacrilamida12% e

coloragao com nitrato de prata, como previamente descrito por Hixson & Vernier (1990).
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Analises bioquimicas

A puncdo lombar para a coleta do liquor, bem como a coleta de sangue, foram
realizadas apos jejum de 12 horas. As amostras de liquor foram centrifugadas a 3.000 rpm
por 10 minutos, a 4°C, no maximo 4 horas apds a coleta. Em seguida, as amostras foram
congeladas em tubos de polipropileno a -80°C até a analise. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos, sem refrigeracdo, num prazo maximo de duas
horas pos-coleta. Apds a realizacdo dos testes, o soro e o plasma foram transferidos e

aliquotados em tubos eppendorf devidamente identificados e estocados a -80°C.

Os biomarcadores do liquor foram dosados utilizando-se os kits INNOTEST hTAU
Ag, INNOTEST PHOSPHO-TAU (181P), INNOTEST B-Amyloid (1-42) (Innogenetics,
Bélgica), pela técnica de ELISA, seguindo-se rigorosamente as instrugdes do fabricante. As
amostras foram simultaneamente analisadas para os trés biomarcadores em duplicata, e a
variacao intra-ensaio foi < 5%. Em todos os ensaios foi utilizado um controle interno de

qualidade.

A quantificagao de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) no plasma colhido com EDTA foi
realizada segundo a metodologia descrita por Hymoller e Jensen (2011). A metodologia
consiste na extragcédo liquido-liquido da 25(OH)D plasmatica, em meio alcalino, apdés o
processo de saponificagdo e adicdo do padrdo interno, 1a-hidroxivitamina D3. A fase
organica € levada a extrato em atmosfera de nitrogénio e aquecimento. O extrato é
retomado com fase mével e analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
com detector UV. Para a quantificacado de 25(0OH)D, foi construida curva de calibragao por
meio da area relativa (area padrao/area Pl) dos picos cromatograficos obtidos em fungao

das concentragoes.

As dosagens de glicose plasmatica, colesterol total, colesterol da lipoproteina de alta
densidade (HDLc) e triglicérides foram realizadas utilizando-se reagentes da BIOCLIN®,
pelo método colorimétrico enzimatico com base na reagcdo de Trinder, seguindo as
instrugdes fornecidas pelo fabricante. A leitura das absorvancias foi realizada em
Espectrofotdmetro BIOTRON BTR 811. Os valores de colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDLc) e lipoproteina de muita baixa densidade (VLDLc) foram calculados pela
féormula de Friedewald (Friedewald, 1972), uma vez que todos os valores de ftriglicérides

foram inferiores a 400 mg/dL.
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2.3. Avaliacao do desempenho cognitivo no estudo longitudinal

Os pacientes diagnosticados com CCL, incluidos no estudo longitudinal, tiveram os
niveis de VITD dosados pelo método acima descrito, em amostra uUnica coletada no inicio do
estudo. Neste momento, foi avaliado o desempenho cognitivo destes pacientes na bateria
de testes acima indicada (T0). Aproximadamente um ano depois, os mesmos testes foram

aplicados novamente (T1).

Para eliminar a interferéncia do nivel de escolaridade no desempenho obtido nos
testes, a pontuacdo de cada teste foi submetida a uma normalizagdo (Z-score), onde
comparou-se cada resultado com o desempenho médio * desvio padrdo de individuos
controles anteriormente estudados por Caramelli et al. (2011) Este calculo foi normalizado
de acordo com quatro niveis de instru¢cdo formal (analfabetos, 1-3, 4-7,> 7 anos), utilizando-
se a formula [Z-score = pontuacdo do individuo — desempenho médio da populacéo controle

com a mesma escolaridade / desvio padrao] (Wilson et al., 2002).

Foram incluidos apenas os testes aplicados em TO e T1 para todos os pacientes,
cujos resultados estavam disponiveis nos prontuarios médicos: MEEM e BBRC (evocacgao
tardia, reconhecimento de figuras e fluéncia verbal). A variagdo dos scores obtidos entre T1-
TO foi comparada com os niveis de VITD. Além disso, para cada teste, os pacientes foram
classificados em: 0 — houve declinio na pontuacdo do teste entre T1-TO, 1 — ndo houve

declinio entre T1-TO (individuos obtiveram a mesma pontuag¢ao ou maior).
Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SPSS v.13.0.

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. As
variaveis paramétricas foram apresentadas como média + desvio padrdo, variaveis nao
paramétricas como mediana (intervalo interquartil - IQR) e porcentagem do total para as
variaveis categoricas. As variaveis paramétricas foram avaliadas pelo teste T-Student para
comparar dois grupos ou teste ANOVA - post hoc / LSD para comparar trés grupos. Ja as
variaveis nao-paramétricas foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney para comparar
dois grupos ou Kruskal-Wallis para comparar trés grupos, seguido de correcdo de
Bonferroni. As variaveis categéricas foram comparadas pelo teste de qui-quadrado seguido
pelo teste de residuos. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi avaliado pelo teste exato
em programa GENEPOP (disponivel em: http://genepop.curtin.edu.au/genepop_op1.html).
As diferengas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos foram verificadas pelo

teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher. A analise de haplétipos dos polimorfismos
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do gene VDR foi realiza em programa Phase 2.1, sendo considerados apenas os haplotipos
cuja frequéncia foi maior que 10% nos trés grupos. Em todas as analises, foram

consideradas diferencas significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Estudo transversal

As caracteristicas clinicas e demograficas de cada grupo sdo mostradas na Tabela 1.
Dos 71 individuos que participaram do estudo, as mulheres constituiam 57,75% dos
individuos, considerando os trés grupos, e ndo houve diferenga significativa quando se
procedeu a analise de género entre os grupos (p = 0,554). Também nao foi observada
diferengas entre os grupos com relagdo a idade (p = 0,102), relagcéo cintura/quadril (p =
0,158), quantidade de comorbidades relacionadas (p = 0,118) e ao estado depressivo (p =
0,297).

No entanto, foi encontrada diferenga significativa entre os grupos em relagao ao IMC
(p = 0,002), sendo maior no grupo controle quando comparado ao grupo DA (p = 0,001). A
média da circunferéncia abdominal foi menor no grupo DA quanto comparado ao grupo CCL
e controle (p = 0,044 e p = 0,002, respectivamente), assim como a circunferéncia do quadril
que foi menor nos individuos com DA quando comparados aos controles (p = 0,018).
Individuos com mais baixa escolaridade (<4 anos) foram mais frequentes no grupo controle,
enquanto aqueles com maior escolaridade (>9 anos) foram mais frequentes no grupo DA (p
= 0,007). Como esperado, houve diferenga significativa no score cognitivo, sendo observado
um maior numero de individuos com alteragédo no teste MEEM categorizado (n&o alterado e
alterado, de acordo com a escolaridade do individuo) no grupo DA em comparagédo com os
outros grupos (p<0,001). Foi ainda encontrada maior frequéncia de individuos carreadores
do alelo €4 do gene ApoE no grupo DA (p = 0,012) quando comparado aos grupos CCL e

controle.

Nao foi observada diferenga significativa em relagéo aos niveis de VITD (p = 0,757),
glicemia de jejum (p = 0,065), colesterol total (p = 0,112), HDLc (p = 0,754), triglicérides (p =
0,069) e VLDLc (p = 0,083) quando comparados os trés grupos (Tabela 2). No entanto, os
niveis de LDLc no grupo DA foram maiores quando comparados aos demais grupos (Tabela
2), embora esta diferenga tenha sido independente da frequéncia de carreadores do alelo ¢4
entre os grupos (p = 0,315). Mesmo quando dos valores de VITD foram classificados como
deficientes (<20 ng/mL), insuficientes (entre 20 e 30 ng/mL) e suficientes (>30 ng/mL), ndo
foi observada diferenga nas frequéncias quando comparados os trés grupos (p>0,05, Tabela
3).
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No presente estudo investigou-se também se os niveis de VITD estariam associados
ao sexo. A analise por grupo ndo mostrou diferenga significativa (p>0,05), no entanto,
quando agrupados os individuos DA+CCL+controle, observou-se que mais individuos do
sexo feminino apresentavam niveis deficientes de VITD (Tabela 4). Foi ainda investigada a
correlagdo da VITD com as variaveis continuas IMC, circunferéncia abdominal e do quadril,
glicemia de jejum, colesterol total, HDLc, triglicérides, VLDLc e LDLc, mas n&o foi observada
correlagao significativa entre estas variaveis em nenhum dos grupos estudados (p>0,05). Do
mesmo modo, ao se analisar a relacdo entre os niveis da VITD com as variaveis
categoricas, ou seja, desempenho no MEEM, presenga do alelo €4, presenga de

diabetes/dislipidemia e/ou hipertensao, nao foi observada correlagao (p>0,05).

Todos os polimorfismos no gene VDR estavam sob o EHW nos trés grupos
estudados (p<0,025). Quando comparadas as frequéncias alélica e genotipica, ndo se
observou diferenga significativa entre os grupos DA, CCL e controle (todos p>0,05) (Tabela
5). No entanto, a analise haplotipica mostrou maior frequéncia do haplétipo GACT e menor
frequéncia de GACC e AACC nos individuos com DA quando comparados ao grupo CCL (p
= 0,008 e 0,003, respectivamente). Contrariamente, o haplétipo GACC mostrou-se mais

frequente no grupo DA quando comparado ao grupo controle (p = 0,023).

Quando se compararam os niveis de VITD, como variavel continua ou categorizada,
com os gendtipos dos quatro polimorfismos do gene VDR, nenhuma diferenca foi observada
entre os niveis de VITD com qualquer gendtipo. Nao foi observada também associagao
entre esses SNPs e os niveis dos biomarcadores liquéricos relacionados com a DA (AB, Tau

e Tau-P) nos grupos CCL e DA.

As mesmas analises foram realizadas considerando-se uma nova classificacao,
denominado DEMENCIA, em que os pacientes com DA e CCL foram agrupados. Os niveis
de VITD nao foram diferentes quando comparado o grupo deméncia com o grupo controle (p
= 0,803), nem mesmo os valores absolutos de VITD foram associados com os polimorfismos
do gene VDR.

No entanto, quando os niveis de VITD, classificados como nao suficientes (< 30
ng/mL) e suficientes (> 30 ng/mL), foram relacionados com os polimorfismos apenas no
grupo deméncia (Tabela 7), observou-se maior frequéncia de individuos com niveis néo
suficientes e gendtipo GG, além de niveis suficientes e genétipo AG (p = 0,023) para o
polimorfismo Bsml. Subsequentemente, foi feito o agrupamento dos gendtipos AA com AG

em comparagao com o genotipo GG, observando-se maior frequéncia do homozigoto GG
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em individuos com niveis nao suficientes de VITD, e gendtipos AA e AG mais frequentes em

individuos com VITD suficiente (p = 0,016), corroborando com o dado anterior.

Do mesmo modo, investigou-se a relagdo das categorias da VITD com as outras
variaveis no grupo deméncia, tendo sido observada diferenca significativa para as variaveis
etilismo e dislipidemia (Tabela 8). Segundo esta analise, individuos nao-etilistas
apresentaram maior frequéncia de suficiéncia da VITD (p = 0,016), enquanto individuos néo
dislipidémicos também mostraram maior frequéncia de niveis suficientes da VITD (p =
0,043).

Foram calculadas ainda as correlacbes entre VITD, biomarcadores liqudricos,
MEEM, IMC, e circunferéncia abdominal, somente no grupo deméncia (Tabela 9). Nao foi
encontrada correlacdo entre os niveis de VITD com as variaveis citadas (p>0,05). Porém,
foram observadas correlagdes, além daquelas ja esperadas para os marcadores liquoricos,
entre as seguintes variaveis: MEEM com Tau-T (p = 0,007) e correlagao negativa com indice
IATI (p = 0,007); correlagdo negativa entre IMC e razao Tau/AB (p = 0,021), positiva com
indice IATI (p = 0,043), AB (p <0,001) e com circunferéncia abdominal (p <0,001). Foi
também observada correlagdo negativa de circunferéncia abdominal com relagao Tau/AB (p
=0,035).

Da mesma forma, foram analisadas as correlagdes, ainda dentro do grupo deméncia,
das concentragdes de VITD com a presenga do alelo €4, MEEM, e polimorfismos agrupados
(homozigotos + heterozigotos, seguindo um padréo de heranga dominante e recessivo) e

nao observou-se qualquer correlagéo entre estes (p>0,05).

Cumpre ressaltar que 18 individuos deste estudo faziam uso de suplementos
contendo VITD. Por questdes éticas, a suplementagcdo nao foi suspensa em funcédo do
desenvolvimento deste estudo. Desta forma, para se investigar o impacto disto nos dados
obtidos, os individuos em uso de VITD foram excluidos e todas as analises foram repetidas,
cujos resultados mantiveram-se inalterados. Além disso, n&do foi observada diferenga na
média dos niveis de VITD entre os individuos que faziam uso de suplementacédo e os que

nao suplementavam (p = 0,621).

3.2. Estudo longitudinal

Como apresentado na Tabela 10, o estudo longitudinal foi composto por 18
individuos com diagndstico de CCL, dentre os quais 10 pacientes eram do sexo feminino
(55,56%). A idade média dos participantes foi de 75,17 + 6,3, a média do IMC 25,35 + 2,52 e

a média dos niveis de VITD 37,66 + 10,69 (ng/ml), todos sem modificagdo da terapéutica
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quando comparados TO e T1. A faixa de escolaridade mais frequente no grupo foide 4 a 7
anos (70,6%), enquanto a média do tempo entre as analises dos prontuarios em T1-TO foi
de 10,40 £ 3,81 meses. Dentre os participantes, 50% eram carreadores em heterozigose do
alelo €4 do gene ApoE, mas nenhum era homozigoto para este alelo.

Os testes para avaliagdo do desempenho cognitivo - MEEM e BBRC (evocacéao
tardia, reconhecimento de figuras e fluéncia verbal) foram normalizados de acordo com a
escolaridade, e a média de Z-score obtida nos tempos TO e T1 estdo representados na
Figura 1. Observou-se um declinio no teste de evocacgao tardia, uma melhora nos testes de

fluéncia verbal e MEEM, e uma estabilidade no score do teste de reconhecimento de figuras.

Posteriormente, foi comparada a média dos niveis de VITD entre aqueles individuos
que se enquadravam no grupo 0 (que obtiveram menor pontuagdo quando comparados os
T1-TO) e grupo 1 (que obtiveram a mesma pontuagdo ou maior no teste quando comparado
dois tempos). Conforme visto na Figura 2, ndo foi encontrada diferenca significativa dos
niveis de VITD entre os grupos em nenhum dos testes: MEEM (p = 0,379), evocacao tardia

(p = 0,323), reconhecimento de figuras (p = 0,185) e fluéncia verbal (p = 0,549).

Foi realizada também a analise de correlacdo entre os niveis de VITD e o Z-score
para cada teste cognitivo, considerando a avaliagdo inicial (TO), a avaliagao final (T1) e a
diferenca entre os dois tempos, ndo sendo observada correlagdo em nenhuma dessas
variaveis com os niveis de VITD (Tabela 11). Cumpre ressaltar que nenhum paciente com

CCL apresentou conversao para DA no periodo de tempo avaliado.
4. DISCUSSAO
4.1. Estudo transversal

Este é o primeiro estudo que objetivou responder se os niveis de VITD estdo
associados ao declinio cognitivo em individuos com CCL, bem como se polimorfismos no

gene VDR estao associados com o desenvolvimento de DA e CCL na populagéo brasileira.

O presente estudo avaliou uma coorte de idosos com DA, CCL e idosos
cognitivamente saudaveis. A distribuicdo de género ndo se alterou entre os grupos, embora
alguns estudos tenham demonstrado uma maior frequéncia de individuos do sexo feminino
em grupos com deméncia (Camarano, 2002). Observou-se maior frequéncia de individuos
com maior escolaridade no grupo DA em comparagao com os outros grupos (CCL e
controle). Sabe-se que a baixa escolaridade é um fator de risco importante para deméncia,
porém nosso achado contraditorio esta provavelmente relacionado com a forma de selegéo

dos pacientes, onde os pacientes com DA apresentaram classe social mais alta, por terem
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sido encaminhados de outro ambulatério que atendia predominantemente individuos com
maior escolaridade e classe social alta para o Hospital das Clinicas da UFMG, enquanto os
individuos com CCL e controles foram provenientes de um ambulatério que atende
individuos de classe média a baixa, em sua maioria. Assim, pelo possivel viés devido ao
nivel educacional, os testes neuropsicolégicos aplicados tiveram um nivel de corte
diferenciado (Brucki et al., 2013), buscando-se minimizar a ocorréncia de possivel desvio

relacionado ao grau de instrugao.

Como previsto, os individuos com teste alterado foram mais frequentes no grupo DA
e menos frequentes no grupo controle e CCL. Por ser o MEEM uma ferramenta no
diagndstico da deméncia e um dos critérios para classificagdo dos grupos, ja era esperado o
encontro de 90,6% dos individuos com DA apresentando alteragao neste teste. Encontrou-
se ainda diferencga significativa quanto ao IMC, circunferéncia abdominal e do quadril, nas
quais os pacientes com DA tiveram menores valores em comparagdo aos demais grupos,
sugerindo que limitagdes inerentes a alimentacao nos individuos com DA podem justificar
estes achados. Foi observada maior frequéncia de individuos carreadores do alelo €4 do
gene ApoE no grupo com DA (63,6%), na qual 20% destes eram homozigotos, sendo essa
frequéncia cerca de 2 a 3 vezes maior que nos outros grupos, confirmando a influéncia da

ApoE na patogénese da DA, por meio de mecanismos ainda incertos (Wilson et al., 2002).

Estudos epidemiolégicos examinando a associagdo entre os lipides e a deméncia
tém reportado resultados conflitantes. Em nossa avaliacdo do perfil lipidico, encontramos
diferenga significativa entre os grupos apenas para LDLc, no qual individuos com DA
apresentaram maiores niveis em comparagdo com o0s outros grupos. Este resultado
corrobora com hipéteses de que elevados niveis de LDLc podem promover dano vascular
cerebral, iniciando assim as respostas neuroinflamatorias, perturbando a fungao neuronal, e

contribuindo para a patogénese da DA (Chen et al., 2014).

Em nosso estudo, os niveis médios de VITD estavam dentro dos limites desejaveis
tanto no grupo controle quanto no grupo caso (DA e CCL). As concentragdes da VITD nao
diferiram significativamente entre os trés grupos. Assim, 0s nossos resultados contrariam
outros estudos que fundamentaram a hipotese de que o declinio cognitivo na DA e a
hipovitaminose D tém um caminho fisiopatoldgico parcialmente comum. Segundo estes
estudos, a VITD apresenta agdes neuroprotetoras, incluindo a depuragdo da AR, efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios, age contra a excitotoxicidade do calcio, e apresenta
possivel protecao contra os mecanismos neurodegenerativos associados com a DA (Schldgl
& Holick, 2014; Assmann et al., 2015; Annweiler et al., 2015). Nossos resultados sao

apoiados por estudos anteriores, que nao observaram efeitos benéficos quanto a prevengao
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ou melhora da cognicdo na DA, bem como ndo observaram associagdo de niveis mais
baixos de VITD e um pior desempenho cognitivo (Graf et al, 2014; Ulstein et al.,
2016). Esses resultados contraditérios, sobre o papel da insuficiéncia de VITD na
patogénese da DA, tem sido uma fonte de debate, sendo que os resultados discrepantes
sobre essa associacdo podem ser decorrentes de varios fatores, incluindo tamanhos
amostrais limitados, uso de suplementacdo vitaminica, desenho de estudo transversal,
dificuldade na analise retrospectiva dos niveis de VITD e fungéo cognitiva, e falta de ajuste
para as variaveis clinicas de confusdo. Além disso, onde as associacbes entre os baixos
niveis de VITD e deméncia tém sido relatados, ha possibilidade de causalidade reversa, ou
seja, a deficiéncia de VITD é uma consequéncia e ndo uma causa de deméncia, visto que
os individuos com déficit cognitivo podem ter uma alimentagao deficitaria e/ou reduzida
exposicao a luz solar, o que pode levar a reducdo dos niveis de VITD, dificultando uma

interpretacao definitiva (DeLuca et al., 2013).

Como ja descrito em outras investigagcdes, nosso estudo também encontrou
deficiéncia de VITD mais comum em individuos do sexo feminino (Yesil et al., 2015; Keeney
& Butterfiled, 2015), fato ainda ndo bem compreendido. Interessante destacar que uma
meta-analise mostra que estudos com coorte de mulheres associam o pior desempenho
cognitivo a niveis insuficientes de VITD, enquanto que estudos com coorte de homens nao
mostram esta correlacdo, ou seja, estudos com ambos os sexos possuem resultados
contrastantes (Landel et al., 2016). Uma hipdtese para justificar parcialmente este achado
poderia ser o fato da gordura corporal no sexo feminino ser maior. Dessa forma, a VITD
circulante poderia ficar armazenada no tecido adiposo e, dado a sua caracteristica lipofilica,

ficaria menos disponivel no plasma.

A forma ativa da VITD, 1,25 dihidroxivitamina D [1,25(OH).D], exerce os seus efeitos
biologicos mediados pelo VDR. Visto que o VDR desempenha um papel principal no
metabolismo da VITD, é sugerido que variantes no seu gene poderiam modular as fungdes
da VITD, aumentando assim o risco de desenvolvimento de diferentes doencgas. No presente
estudo, investigou-se a distribuicdo dos polimorfismos Bsml, Apal, Fokl e Taql do gene VDR
em pacientes com DA e CCL, comparados com controles saudaveis. As frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos nao diferiram entre os trés grupos. Nossos
resultados estdo de acordo com os estudos de Khorram et al. (2013) e Luedecking-Zimmer
et al. (2003), os quais nao observaram a associagdo destes polimorfismos com a DA nas
populagdes iraniana e caucasiana, respectivamente. No entanto, alguns estudos reportaram
a associacao dos polimorfismos Tagl e Apal com um risco potencial para DA (Lehmann et
al., 2011; Gezen-Ak et al., 2012; Lee et al., 2014). Kuningas et al. (2009) associaram

alteracdes nos SNPs Tagl e Bsml com o declinio cognitivo e taczmanski et al. (2015)
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relacionaram o alelo A em Apal com a menor susceptibilidade a DA. A heterogeneidade
destes resultados pode ser devida a diferentes origens étnicas e ao grau de miscigenacao
nas populagdes investigadas, diferentes critérios de diagndstico da deméncia, bem como
outros fatores genéticos ou ambientais que atuam em sinergismos com os SNPs de VDR na

patogénese da DA.

Embora nado tenha sido encontrada associagédo da DA ou CCL para um polimorfismo
separadamente, quando realizada a analise dos hapldétipos, observou-se que o haplétipo
GACT (Bsml, Apal, Fokl e Taql, respectivamente) foi mais frequente no grupo DA quando
comparado ao CCL, e o haplétipo GACC foi mais frequente no DA quando comparado ao
controle. Embora o tamanho amostral tenha sido limitado para uma analise haplotipica que
permitisse maiores conclusées, em funcdo da grande variedade de possiveis haplétipos
formados, os dados sugerem que esses haplétipos possam ter ligagdo com a patologia na
DA. Os resultados de outros estudos também apontaram essa possivel associacado entre
individuos com certos haplétipos do gene VDR e vulnerabilidade para DA (Kuningas et al.,
2009; Gezen-Ak et al., 2012).

Fatores ambientais que influenciam os niveis de VITD em humanos sdo complexos,
existindo uma relagao, ainda nao elucidada, da concentragdo da VITD no organismo e os
polimorfismos do gene VDR (Agnello et al., 2016), como demonstrado no estudo de
Martineau et al. (2011), em que individuos com o gendtipo TT para o SNP Taql
apresentaram uma reposta diferente a suplementagao com VITD quando comparados aos
carreadores dos outros gendtipos (TC e CC). O estudo de Ponsonby et al. (2008) relacionou
diferencas regionais dos raios ultravioletas a variagdo no funcionamento do gene VDR
dependendo dos gendtipos de alguns SNPs, com base na medida dos niveis de VITD. A
partir destes estudos, investigarmos a possivel influéncia dos niveis séricos de 25(OH)D
nos polimorfismos do gene VDR em pacientes com DA e CCL, e encontramos uma
associagao significativa entre niveis ndo suficientes de VITD e o genétipo GG do
polimorfismo Bsml. Quando comparada a frequéncia do gendtipo GG versus AA e AG, a
associagao com concentragdes nao suficientes de VITD foi mantida, sugerindo que o alelo
A pode propiciar maior estabilidade do mMRNA que codificard& o receptor e,

consequentemente, interfira na manutencao dos niveis suficientes de 25(OH)D no plasma.

Etilismo e dislipidemia sao fatores de risco para DA, e dessa forma, foi analisada a
relagdo destes com os niveis de VITD nos pacientes com DA e CCL. Foi observada no
grupo com niveis suficientes de VITD maior frequéncia de individuos que nunca beberam e
no grupo com niveis nao suficientes maior presenga daqueles ex- ou atuais etilistas. Essa

associagao ja foi descrita pela comum disfungdo hepatica observada em individuos que
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consomem alcool, alterando a atividade da 25-hidroxilase, consequentemente modificando o
metabolismo hepatico da VITD (Quintero-Platt et al., 2015; Gonzalez-Reimers et al., 2015).
Foi observada ainda maior frequéncia de individuos dislipidémicos no grupo com niveis ndo
suficientes de VITD. Nossos resultados confirmam dados anteriores que sugerem que o
aumento dos niveis de VITD possa favorecer a reduc¢ao do risco de dislipidemias (Sriram et
al., 2016), porém as informagdes de como a VITD influencia o perfil lipidico ainda s&o
inconsistentes. Wang et al. (2016) sugerem que a VITD poderia afetar a regulagdo de
lipidios diretamente, alterando a acido do calcio, que influencia na absorcao, sintese e
secrecao de lipidios no organismo. Cumpre ressaltar que estes mecanismos propostos nao
sdo especificos de individuos com deméncia, mas justifica o controle do etilismo e
dislipidemia como forma de manter niveis adequados de VITD, além de serem fatores de

risco para doengas neurodegenerativas.

Foi investigada ainda a correlacédo entre os niveis de VITD e os biomarcadores
liqudricos relacionados com a fisiopatologia e gravidade da DA. Porém, ndo foi observada
correlacdo entre estas variaveis. No entanto, observou-se uma correlacdo entre maior
pontuacdo do MEEM com maiores valores de Tau-T e com menores valores do indice IATI.
Essa correlagcédo ja era prevista, pois menor pontuagédo no teste MEEM prediz um pior
desempenho cognitivo, e este ultimo esta associado com menor indice IATI, e maior
concentracao de Tau-T. Observou-se ainda correlagdes positivas do IMC ou circunferéncia
abdominal com indice IATI, AB e negativa com relagdo Tau/AB. Como essas analises foram
realizadas apenas para o grupo deméncia (DA e CCL), os resultados sugerem que no grupo
com declinio cognitivo, maior IMC e circunferéncia abdominal estao associados com melhor
perfil nos marcadores liqudricos. Ainda que a obesidade seja um fator de risco para a
deméncia, associada principalmente ao estado de inflamagdo subcrbnica, o desenho
transversal do nosso estudo permite apenas concluir que pacientes com maior IMC estao,
provavelmente, em um estagio mais precoce da deméncia, uma vez que pacientes em

estagios mais avangados da DA estao submetidos a dietas nutricionais restritivas.
4.2. Estudo longitudinal

Para maior validagdo dos resultados encontrados, nosso projeto foi desmembrado
em um estudo longitudinal para avaliar se individuos diagnosticados com CCL, e possuindo
mais baixa concentracdo de VITD, teriam um pior desempenho cognitivo apos

aproximadamente um ano de follow-up, com conversao para DA.

Os niveis de VITD né&o foram associados a variagdo de scores nos testes cognitivos
em pacientes com CCL, quando esperava-se um declinio cognitivo nos pacientes com niveis

mais baixos de VITD. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Graf et al. (2014)
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que relatam, por meio da pesquisa com 315 individuos com 2 anos de seguimento, que o
nivel de VITD n&o estava associado com a reducdo do dominio cognitivo e também n&o
previa a conversdo para deméncia. No entanto, Bartali et al. (2014) associaram maior
concentracdo de VITD com uma melhor fungdo cognitiva em idosas durante 9 anos de
acompanhamento, porém essa relagéo foi observada somente apos 6 anos de seguimento.
Desta forma, o tempo aplicado no presente estudo pode ter sido insuficiente para a

verificagcao do efeito da VITD no desempenho cognitivo de pacientes com CCL.

Nosso trabalho tem como ponto forte a inclusdo de pacientes que foram claramente
discriminados pela avaliag&o clinica e laboratorial, incluindo os testes cognitivos e analise de
biomarcadores liquéricos. O acompanhamento longitudinal corroborou com os achados no
estudo transversal, que é limitado pelo ndo conhecimento da relagdo temporal existente
entre os dados, mostrando que n&o houve evidéncia de associacido dos niveis de VITD com

a ocorréncia da DA ou CCL.

Admite-se como limitagdes a pequena dimensdo amostral das populagdes, o que
pode ter limitado o poder estatistico, bem como o uso de suplementagdo por alguns
individuos. Além disso, a idade média dos pacientes com DA foi inferior ao observado na
populacdo com DA em geral. Assim, ndo podemos generalizar todos os achados a

populacéo global de pacientes com DA.

Conforme ja discutido anteriormente, a aparente discrepancia entre os estudos que
investigaram os polimorfismos do gene VDR e a deméncia resultam de diferencas étnicas,
bem como de interacdes com outros fatores genéticos ou ambientais envolvidos na
patogénese da DA. Além disso, polimorfismos selecionados em nosso estudo ndo fornecem
uma cobertura completa dos SNPs presentes no gene VDR, portanto, ndo podemos excluir
que outras variantes genéticas do VDR possam estar associadas a maior susceptibilidade
de DA. De toda forma, nossos resultados sugerem haver um haplétipo de predisposicéo a

DA, bem como que o polimorfismo Bsml esta relacionado aos niveis plasmaticos de VITD.

Nossos resultados enfatizam a necessidade de mais estudos envolvendo grandes
coortes, com a inclusdo de pacientes que nao complementam sua dieta com VITD, estudos
longitudinais de longa duracdo e com sequenciamento do gene VDR para investigacdo de

todas as possiveis variantes genéticas.

Embora nosso trabalho apresente limitagdes, os resultados gerados sdo importantes
para abrir novas perspectivas de melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos entre a
VITD na cognigéo, podendo no futuro auxiliar na busca de terapias modificadoras do curso

das deméncias pela identificacdo de novos alvos terapéuticos.
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Diante do exposto, nao foi possivel confirmar a relagéo entre redugao dos niveis de
VITD e polimorfismos no gene VDR, e alteracdo da funcdo cognitiva, nas condigdes

experimentais do presente estudo.
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ANEXOS
Tabela 1: Comparacao das variaveis clinicas e demograficas entre os grupos DA, CCL e
controle.
i _ _ Controle
Variaveis DA (n=32) CCL (n=15) (n=24) p
Idade @ 69,84 + 9,32 74,60 + 4,94 74,09 + 7,17 0,102
Sexo P
Masculino 15 (46,9%) 7 (46,7%) 8 (33,3%)
0,554
Feminino 17 (53,1%) 8 (53,3%) 16 (66,7%)
0,002*
p1=0,120"
IMC (kg/m?) 2 24,30 £ 3,90 26,56 + 3,30 28,87 £4,98
p2 = 0,0012
p3 =0,115°
0,005*
Circunferéncia p1=0,044"
90,29 + 12,38 98,07 £ 9,92 100,05 £ 13,09
Abdominal (cm) 2 p2 = 0,0022
p3 = 0,468°
0,035*
p1=0,061"
Circunferéncia quadril (cm)c 97,00 (12,00) 102,00 (16,00) 100,00 (11,00)
p2 =0,0182
p3 = 0,966°
Relagio cintura/quadril © 0,941 (0,13) 0,943 (0,12) 0,973 (0,13) 0.158
Escolaridade P
até 4 anos 11(21,7%) * 10 (66,7%) 17 (70,8%) **
0,007*
5a 8 anos 8 (30,4%) 5 (33,3%) 4 (16,7%)
> 9 anos 13 (47,8%) ** 0 (0%)* 3(12,5%)
MEEMP
N3o alterado 3(9,4%) * 8 (53,3%) 14 (60,9%) **
<0,001*
Alterado 29 (90,6%) ** 7 (46,7%) 9(39,1%) *
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Comorbidades ®

Até 1 27 (87,1%) 15 (100,0%) 16 (100,0%)
0,118
+1 4 (12,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Depressao b
Nao 18 (58,1%) 12 (80,0%) 17 (70,8%)
0,297
Sim 13 (41,9%) 3 (20,0%) 7 (29,2%)
€40
Nao Carreador 11 (36,7%) * 12(80,0%) ** 12 (66,7%)
0,012*

Carreador

19(63,3%) **

3 (20,0%) *

6 (33,3%)

*p<0,05. 2Variaveis expressas em média + desvio-padrdo (ANOVA com corregdo de Bonferroni) P Variaveis expressas em n

(%) (teste x> com analise de residuos). cVariavel expressa em mediana (intervalo interquartil) (Kruskal Wallis).

'DA x CCL 2DA x controle *CCL x Controle

“*mais frequente *menos frequente

IMC = indice de massa corporal; MEEM = Mini-Exame do Estado Mental
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Tabela 2: Comparacao dos dados bioquimicos entre os grupos DA, CCL e controle.

Variaveis DA CCL Controle p

Vitamina D (ng/mL) 2 38,71 £ 17,76 36,33 £ 19,05 34,84 + 20,46 0,757

Glicemia (mg/dL) b 82,00 (28,72) 92,00 (19,00) 85,00 (8,00) 0,065

Colesterol Total (mg/dL)2 157,98 + 33,12 137,11+ 36,90 134,29 £53,02 0,112

Triglicerideos (mg/dL) 2 107,46 + 45,68 114,71 £ 55,76 152,57 + 78,30 0,069

HDLc (mg/dL) 61,04+ 1820  5861%24,96 61,21 £ 15,55 0,754
LDLc (mg/dL) 2 7544 £ 2254 5500 +20,04 42,56 £+4920 0,002

p1 = 0,048

p2 = 0,0012

p3 = 0,204°
VLDLc (mg/dL) 21,49+914  2294+11,15 30,51 + 15,66 0,083
AB 563,55 + 116,37 540,24 + 147,58 _ 0,691
Tau-T b 563,91 (372,70) 534,26 (274,31) _ 0,457
Tau-P 2 82,62+38,07 78,64 28,09 _ 0,663
Tau/AB b 0,85 (1,19) 0,90 (1,15) 0,877

*p<0,05.2Variaveis  expressas em média + desvio-padrdo (ANOVA com corregdo de  Bonferroni).
bVariavel expressa em mediana (intervalo interquartil) (Kruskal Wallis). 'DA x CCL 2DA x controle *CCL x Controle



Tabela 3: Niveis de vitamina D categorizados entre os grupos DA, CCL e controle.

Variaveis DA CCL Controle o]
VITD Categoria

Deficiente 3(9,4%) 3 (20,0%) 5 (23,8%)

Insuficiente 9 (28,1%) 3 (20,0%) 2 (9,5%) 0,405

Suficiente 20 (62,5%) 9 (60,0%) 14 (66,7%)

Variaveis expressas em n (%) (teste Fisher com andlise de residuos). VITD = vitamina D
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Tabela 4: Comparacdo dos niveis de vitamina D e sexo nos trés grupos estudados
(DA+CCL+controle).

Vitamina D Sexo p
Masculino Feminino
Deficiente 1(9,1%)* 10 (90,9%)**
Categoria Insuficiente 6 (42,9%) 8 (57,1%) 0,042*
Suficiente 22 (51,2%) 21 (48,8%)

*p<0,05. Variaveis expressas em n (%) (teste de Fisher com analise de residuos)

“*mais frequente *menos frequente



Tabela 5: Frequéncias alélica e genotipica dos polimorfismos do gene VDR entre os grupos DA, CCL e controle.
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Polimorfismo DA CCL Controle
DA x CCL DA x Controle CCL x Controle
(n=32) (n=15) (n =24)
Genétipo n Freq. | n Freq. n Freq. P OR IC P OR IC P OR IC
(%) (%) (%)
Bsml AA 9 2813 | 2 13,33 2 8,33 Ref. Ref. Ref.
AG 11 3437 | 7 46,67 | 12 50,00 | 0,412 2,864 0,374-26,392 | 0,076 4,909 0,712-42,104 | 1,000 1,714 0,128-23,479
GG 12 3750 | 6 40,00 | 10 41,67 | 0,671 2,250 0,286-21,058 | 0,249 3,750 0,534-32,444 | 1,000 1,667 0,118-24,245
Apal AA 14 43,75 | 6 40,00 9 37,50 | 1,000 1,286 0,081-39,434 | 1,000 0,643 0,058-7,488 | 1,000 0,750 0,021-15,527
AC 15 46,87 | 8 53,33 | 13 54,67 | 1,000 1,600 0,109-47,251 | 1,000 1,300 0,140-13,516 | 0,538 0,267 0,008-4,793
CC 3 938 1 6,67 2 8,33 Ref. Ref. Ref.
Fokl CC 15 46,88 | 6 40,00 | 12 50,00 | 1,000 1,200 0,076-36,636 | 0,612 2,400 0,176-68,479 | 1,000 1,833 0,040-85,174
CT 14 43,775| 8 53,33 | 11 4583 | 1,000 1,714 0,116-50,858 | 0,622 2,357 0,170-67,996 | 1,000 1,365 0,031-61,177
T 3 937 1 6,67 1 4,17 Ref. Ref. Ref.
Taql TT 10 3125| 7 46,67 | 13 54,17 | 0,229 3,850 0,515-35,122 | 0,192 2,860 0,624-13,730 | 1,000 0,743 0,074-6,473
TC 11 3437 | 6 40,00 6 25,00 | 0,407 3,000 0,392-27,722 | 1,000 1,200 0,224-6,516 | 0,663 0,400 0,034-4,131
CC 11 3437 | 2 13,33 5 20,83 Ref. Ref. Ref.
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Alelos n Freq.| n Freq. n Freq. ¢] OR IC ¢] OR IC p OR IC
(%) (%) (%)
Bsml A 29 4531 | 11 36,67 | 16 33,33 | 0,960 1,024 0,368-2,823 |0,773 1,123 0,473-2,661 | 0,851 1,097  0,378-3,208
G 35 5469| 19 63,33 | 32 66,67
Apal A 43 6719 | 20 66,67 | 31 6458 |0960 1,024 0,368-2,823 |0,773 1,123 0,473-2,661 | 0,851 1,097  0,378-3,208
C 21 3281| 10 3333 | 17 3542
Fokl C 44 68,75| 20 66,67 | 35 58,34 | 0,840 1,110 0,394-3,049 | 0,632 0,817 0,329-2,019 | 0,556 0,743  0,247-2,241
T 20 3125] 10 33,33 | 13 41,67
Taql T 31 4844 | 20 66,67 | 32 66,67 | 0,098 0470 0,172-1,265 | 0,054 0,470 0,201-1,092 | 1,000 1,000 0,342-2,942
C 33 5156| 10 33,33 | 16 33,33

OR= odds ratio IC = intervalo de confianca



Tabela 6: Frequéncia haplotipica dos polimorfismos do gene VDR entre os grupos DA, CCL e controle.
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DA CCL Controle DA x CCL DA x Controle CCL x Controle
Haplétipos | n Freq. n Freq. n Freq. p OR IC p OR IC p OR IC
(%) (%) (%)

GACT 24 40,68 | 11 18,64 |24 40,68 Ref. Ref. Ref.

(n=59)

GACC 4 23,53 |10 58,82 3 17,65 | 0,008* 0,137 0,024 - 0709 0,023* 5450 1,187-26,999 | 1,000 0,750 0,116 — 4,606
(n=17)

GCCT 15 42,86 |11 3143 9 2571 | 0,086 0,375 0,103 - 1,341 0,382 1,6 0,490-5,262 | 0,452 0,601 0,195-1,823
(n=35)

GCTT 10 40,00 5 20,00 |10 40,00 | 1,000 0,917 0,213 -4,021 1,000 1,091  0,248-4,700 | 1,000 1,000 0,311-3,215
(n=25)

AACC 16 3264 |19 39,78 |14 2857 |0,003* 0,338 0,110-1,017 0,053 2,591 0,878-7,763 | 0,744 0,875 0,317 -2,408
(n=49)

*p<0,05. Ordem dos polimorfismos nos haplétipos: Bsml, Apal, Fokl, Taql.

OR= od(ds ratio IC = intervalo de confianca.
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Tabela 7: Frequéncias do polimorfismo Bsml, entre os grupos com niveis nao suficientes e

suficientes de vitamina D, considerando o grupo deméncia.

Vitamina D - Categoria

Nao suficiente Suficiente

Bsml
AA 4 (22,2%) 7 (24,1%)
AG 3(16,7%)* 15 (51,7%)*

GG 11 B1A%) 7 (24,1%)"

0,023*

Bsml
AAAG 7 (38,9%)" 22 (75,9%)**

GG 11 (B1A%) 7 (24,1%)"

0,016*

*p<0,05. Variaveis expressas em n (%) (teste de Fisher com analise de residuos)

**mais frequente *menos frequente
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Tabela 8: Frequéncias das variaveis etilismo e dislipidemia entre os grupos com niveis nao

suficientes e suficientes de vitamina D, considerando o grupo deméncia.

Vitamina D - Categoria p

Nao suficiente Suficiente

Etilismo
Nao 2(11,1%)* 13 (44,8%)** 0,016*

Sim ou ex 16 (88,9%)** 16 (55,2%)*

Dislipidemia
N&o 7 (38,9%)* 20 (69,0%)** 0,043*

Sim 11 (61,1%)* 9 (31,0%)"*

*p<0,05. Variaveis expressas em n (%) (teste de Fisher com analise de residuos) **mais frequente *menos frequente



Tabela 9: Correlagcbes de vitamina D, marcadores

abdominal, para o grupo deméncia.
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liquéricos, MEEM, IMC e circunferéncia

VITD AB Tau-T  Tau-P IATI Tau/AB MEEM IMC CA
VITD r= X 0,083 -0,105  -0,188 0,089 -0,144 0,159 0,198 0,031
p= 0,627 0,499 0,221 0,566 0,394 0,285 0,182 0,837
AB r= 0,083 X -0,452  -0,318 0,818 -0,743 -0,297 0,565 -0,005
p= 0,627 0,005*  0,055* <0,001* <0,001* 0,074 <0,001* 0,972
Tau-T r= -0,188 -0,452 X 0,938 -0,809 0,909 0,399 -0,138 -0,194
p= 0,221 0,005* <0,001* <0,001* <0,001* 0,007 0,372 0,207
Tau-P r= 0,089 -0,318 0,938 X -0,724 0,829 0,254 -0,146  -0,226
p= 0566 0,055* <0,001* <0,001* <0,001* 0,096 0,344 0,139
IATI r= 0,089 0,818 -0,809  -0,724 X -0,985 -0,399 0,306 0,236
p= 0566 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,007* 0,043* 0,124
Tau/AB r= -0,144 -0,743 0,909 0,829 -0,985 X 0,310 -0,377  -0,347
p= 0,394 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,062 0,021* 0,035*
MEEM r= 0,159 -0,297 0,399 0,254 -0,399 0,310 X 0,066 -0,075
p= 0,285 0,096 0,007* 0,096 0,007* 0,062 0,658 0,618
IMC r= 0,198 0,565 -0,138  -0,146 0,306 -0,377 0,066 X 0,620
p= 0,182 <0,001* 0,372 0,244 0,043* 0,021 0,658 <0,001*
CA r= 0,031 0,314 -0,194  -0,226 0,236 -0,347  -0,075 0,620 X
p= 0837 0,058 0,207 0,124 0,124 0,035* 0,618 <0,001*

*p <0,05. (Teste de Spearman) CA = circunferéncia abdominal, MEEM = Mini Exame do Estado Mental, IMC = indice de massa
corporal, VITD = vitamina D.



Tabela 10: Descricao das variaveis clinicas e demograficas do grupo CCL.

Variaveis Grupo CCL

Sexo (M/F) 8/10
Idade (anos) 2 75,17 £ 6,23
IMC (kg/m?) 2 25,35+ 2,52

Escolaridade (anos)

0 2
1-3 2
4-7 12
>7 1
NA 1
Vitamina D @ (ng/mL) 37,66 £ 10,69
Intervalo entre consultas @ (meses) 10,40 £ 3,81
Carreadores €4 n(%) 8 (50,0 %)

2 Variaveis expressas em médiat desvio-padrdo.IMC = indice de massa corporal. NA = sem informagao
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Tabela 11: Correlagcédo entre os niveis de vitamina D e o Z-score dos testes cognitivos no

grupo CCL.
Variaveis Avaliacgao inicial Avaliagao final T1-TO
(TO) (T1)
r p r p r p

MEEM 0,284 0,286 0,019 0,947 -0,273 0,325

Evocacao tardia -0,129 0,661 -0,002 0,996 0,368 0,369

Fluéncia verbal 0,078 0,773 -0,354 0,235 -0,330 0,270
Reconhecimento de 0,244 0,401 0,462 0,210 0,452 0,261

figuras

*p<0,05 Correlagéo de Spearman



MATERIAL SUPLEMENTAR
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Tabela 1S: Condicbes da PCR-RFLP para analise dos polimorfismos Bsml, Apal, Fokl e

Taql no gene VDR.

Polimor. Oligos para PCR e tamanho do produto Alelos de acordo com os Digestao
locais de restricdao enzimatica
A G
Bsml F (5-GGCAACCTGAAGGGAGACGTA-3) 37°C
Fragmento Fragmentos overnight
AIG R (5- CTCTTTGGACCTCATCACCGAC -3’)
461pb 258pb e
Produto da PCR: 461pb 203pb
A C
Apal F (5- CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG -3) 37°C
Fragmento Fragmentos overnight
A/C R (5'- GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTCA -3
740pb 530pb e
Produto da PCR: 740pb 210pb
C T
Fokl F (5- AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT - 3) 37°C
Fragmento Fragmentos overnight
CIT R (5’- ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC -3)
265pb 169pb e
Produto da PCR: 265pb 96pb
T C
Taql F (5°- CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG -3') 65°C
Fragmentos | Fragmentos overnight
T/C R (5’- GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTCA -3’)
496pb e 290pb,
Produto da PCR: 740pb 245pb 245pb e
205pb

(Fonte:

Ranjzadet al., 2011)
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Tabela 2S: Programas de ciclagem da PCR dos polimorfismos do receptor da vitamina D.

Polimorfismos Desnaturagao Desnaturacdo | Anelamento | Extensdo | Extensdao | Inativagao da
inicial enzima
95°C 68°C 72°C
Bsml 95°C 45seg 30seg 45seg 72°C 4°C
5min 7min 5min
25 ciclos
95°C 67°C 72°C
Apal 95°C 45seg 30seg 45seg 72°C 4°C
5min 7min 5min
35 ciclos
94°C 94°C 61°C 72°C 72°C 4°C
Fokl 5min 30seg 30seg 30seg 5min 5min
35 ciclos
95°C 67°C 72°C
Taql 95°C 45seg 30seg 45seg 72°C 4°C
5min 7min 5min
35 ciclos

(Fonte: Ranjzadet al., 2011)
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Figura 1: Média do desempenho dos pacientes com CCL dos testes cognitivos nos tempos
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Figura 2: Diferenca de média das concentragdes de vitamina D e os testes cognitivos.
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6. CONCLUSAO

Os niveis séricos de VITD, as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
Bsml, Apal, Fokl e Tagl do gene VDR nao estdo associados ao desenvolvimento da DA e/ou
declinio cognitivo.

Em individuos com declinio cognitivo, o genétipo GG do polimorfismo Bsml do gene
VDR esta relacionado com niveis insuficientes de VITD, enquanto o alelo A deste

polimorfismo esta associado a niveis suficientes.

Embora n&o tenha sido encontrada diferenga entre os grupos quanto aos
polimorfismos separadamente, foi observada associacdo do haplétipo GACT com

predisposicido a DA.
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8. ANEXOS
8.1 Ficha clinica

FICHA DE AVALIA(}AO CLiNICA
Data:

Nome: Sexo:
Idade: (anos) Numero do Prontuario:

v Critérios de inclusao:

1. Pacientes com Comprometimento Cognitivo Leve e provavel Doenca de Alzheimer entre 50 a
90 anos — diagndstico pelos médicos do ambulatério de acordo com critérios estabelecidos
(NIA/AA (2011) para DA e IWG on MCI (2004) para CCL).
2. Individuos do grupo controle — individuos sem comprometimento cognitivo (avaliagdo pelos
meédicos do ambulatério), pareados segundo sexo e idade com o grupo caso.

v Critérios de exclusao:

Insuficiéncia renal crénica

Cancer ou doenga autoimune

Doengas hepaticas

Processo infeccioso/inflamatério atual ou recente (nas 4 ultimas semanas)
Historico de infarto agudo do miocardio (ultimos 6 meses)

Uso atual de anti-inflamatérios (exceto AAS)

Uso atual de anticoagulantes

© N o g bk~ w Db =

Outras deméncias que nao a DA

v' Escolaridade:

Anos de estudo:

( )1°graucompleto ( )2°grauincompleto ( ) 2°grau completo

() Superior Incompleto () Superior Completo ( ) Pds-graduagéo/Especializagédo

v' Estado civil:

( )Casado(a) ( )Relagcédoestavel ( )Solteiro(a) ( )Divorciado(a) ( )Viuvo(a)




v Renda:
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No MES PASSADO, qual foi aproximadamente sua renda familiar LIQUIDA, isto &, a soma de
rendimentos, ja com descontos, de todas as pessoas que contribuem regularmente para as
despesas de sua casa?

( )Menos de 724 reais (<1 salario)

( )Entre 724 e 1448 reais (1 <salario<2)

( )Entre 1448 e 2172 reais (2 <salario<3)

( )Entre 2172 e 2898 reais (3 <salario<4)

( )Entre 2898 e 3620 reais (4 <salario<5)

( )Entre 3620 e 4344 reais (5 <salario<6)

( )Entre 4344 e 5068 reais (6 <salario<7)

( )Entre 5068 e 5792 reais (7 <salario<8)

( )Entre 5792 e 6516reais (8 <salario<9)

( )6516 reais ou mais (salario>9)

() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

Quantas pessoas (adultos e criangas), INCLUINDO O(A) SR(A), dependem dessa renda
para viver? Se for o caso, inclua dependentes que recebem pensao alimenticia, mas NAO INCLUA

empregados domésticos para os quais o(a) Sr(a) paga salario.

||| pessoas

() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

v Exame Fisico:

FC: PAS: PAD:
Peso: Altura: CA:
Calculo do IMC: Circunferéncia quadril:

Exame Cardiovascular:
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v Exames Complementares:
Data:

Hg/HT Glicemia | CT HDL LDL TG Outro Outro Outro

Alguma vez um médico Ihe informou que o (a) Sr. (a)/vocé teve ou tem alguma das doencas abaixo?
Quando foi informado (época do diagnéstico)?

() Doenca de Alzheimer

() Pressao alta ou hipertensao arterial

() Diabetes (agucar alto no sangue ou na urina)
() Insuficiéncia renal

() Anemia

() Insuficiéncia cardiaca (coragao grande ou dilatado)
() Colesterol alto

() Dores nas costas ou problemas de coluna

() Dores nas juntas (artrose ou artrite, reumatismo)
() Asma/bronquite

() Cirrose

() Céancer

() Outros:

Outras comorbidades relatadas pelo clinico ou constantes do prontuario:

v" Quantos fatores de risco?

Idade (homem > 55 e mulheres > 65 anos)

Tabagismo

Dislipidemia:

triglicérides = 150 mg/dL; LDL = 160 mg/dL; HDL < 40 mg/dL(homens) e HDL < 50 mg/dL(mulheres) —
Quinta Diretriz

Diabetes Mellitus
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Obesidade

Historia familiar prematura de doencga cardiovascular: (homem < 55 e mulheres < 65 anos)

Hipertensao

v' Condigoes clinicas associadas:

Doencga cerebrovascular (AVE, AVEI, AVEH)

Doenca cardiaca (infarto, angina, revascularizagdo coronaria, insuficiéncia cardiaca)

Doenca renal (nefropatia diabetic, clearance < 60 mL/mim)

Doenga arterial periférica

Retinopatia avancada

Menopausa

Historico familiar de Doencga de Alzheimer

v' Medicagao (considere também como remédio qualquer vitamina ou remédio natural):
Tomou alguma medicagéo de uso regular ou por qualquer outro motivo nos ultimos 7 dias? Sim ()

Nao ( )

Medicamento | Apresentagao | dose Numero x ao | Tempo de uso Prescrito por
dia (meses) médico ?

Informacdes provenientes de: () receita/prontudrio () verbal do paciente

v' Cigarro:

01. E ou ja foi fumante, ou seja, ja fumou ao longo da sua vida?

( )N&Eo

()Sim
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02. Com que idade comecgou a fumar?

|_|_| anos de idade

() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

03. Fuma cigarros atualmente?

( )Nao ---------- 04. Com que idade o(a) senhor(a) parou de fumar pela ultima vez?
|_|_| anos

() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

()Sim

04. Em geral, quantos cigarros por dia fuma (ou fumava)?

|_|_| cigarros

05.Ao todo, durante quantos anos fumou ou fuma? Desconte os periodos em que deixou de fumar.

|_|_| anos
() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

06. Convive com pessoas que fumam no mesmo ambiente (sala de trabalho, em casa, no automoével)?

( )Sim 0 Onde?

(  )Nao .Emcasa?( )Né&o ( )Sim

.Notrabalho? ( )N&o ( )Sim

. No automével? ( )Nao ( )Sim

Carga tabagica:___ (n°. cigarros por dia/20) * n° anos que fumou.

v Consumo de alcool:

1. Ja consumiu bebida alcoélica? ( )SIM ( )NAO
2. Que idade tinha quando comegou a consumir bebida alcodlica? (anos)
3.Atualmente, consome bebidas alcodlicas? ( ) SIM ( )NAO

4. Por quantos anos consumiu/ingeriu bebidas alcodlicas, antes de parar de beber?
(anos)
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5. No passado, quais os tipos de bebida alcodlica consumia (fazia uso)?

6.Qual era o numero usual de drinques por semana, antes de parar de beber?

7. SE BEBE ATUALMENTE. Ha quantos anos bebe? (Nao conte os anos em

que nao bebeu) (anos)

8. Qual é o numero usual de drinques por semana?

9. Durante as ultimas 24 horas, quantos drinques bebeu?

10. No ultimo més, qual foi o maior numero de drinques tomou em um unico dia?

v Eventos:

1. Nos ULTIMOS 12 MESES, esteve hospitalizado(a) por uma noite ou mais, em razao de

doenca ou acidente?

() INéo

( )NAO QUER
RESPONDER

( )Sim, uma vez ==-=====-=-- . Qual o motivo dessa internagcéo?

(

) NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

.Quando foi que isso aconteceu? (LEIA AS
ALTERNATIVAS)

(
(
(
(

Ha menos de 1 més
Entre 1 e 6 meses atras
Entre 7 e 12 meses atras

)
)
)
) NAO SABE/NAO QUER RESPONDER




() Sim, mais de uma vez --- . Quais os motivos dessas internagoes?

() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

. Quando foi a ULTIMA VEZ que isso aconteceu? (LEIA AS
ALTERNATIVAS)

) Ha menos de 1 més
) Entre 1 e 6 meses atras
) Entre 7 e 12 meses atras

(
(
(
() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

2. Nos ULTIMOS 12 MESES, faleceu algum parente préximo (pai, mae, conjuge,
companheiro(a), filho ou irm&o)?

( )Nao
( )NAO QUER
RESPONDER
( )Sim, um parente . Quando foi que isso aconteceu? (LE
( )Hamenos de 1 més
() Entre 1 e 6 meses atras
() NAO SABE/NAO QUER RESPONDER
() Sim, mais de um parente . Quando foi a ultima vez que isso aconteceu?(LEIA AS

ALTERNATIVAS)

()Hamenos de 1 més
() Entre 1 e 6 meses atras
( )Entre 7 e 12 meses atras
(

) NAO SABE/NAO QUER RESPONDER

v' Atividade fisica:

01. Quantos dias por semana o(a) Sr(a) faz atividade fisica?

[ 1 nenhum

02.Nos dias em que o(a) Sr(a) faz essa
atvidade, quanto tempo no total elas duram por
dia?

|___|__ | dias por semana




f? . .
Qual’ |__ ||| minutos/dia

02. Se incapacitado, costumava realizar atividades fisicas?

, 02.Quanto tempo no total elas duravam por
|__| | dias por semana .
dia?
Qual?
| || minutos/dia
v Estado emocional:
Escala de Depressao Geriatrica — GDS15 Valor =1 Valor =0
1- Esta satisfeito (a) com sua vida? Nao Sim
2- Diminuiu a maior parte de suas atividades e interesses? Sim Nao
3- Sente que a vida esta vazia? Sim Nao
- - P

4- Aborrece-se com freqliiéncia? sim No
5- Sente-se de bem com a vida na maior parte do tempo? ~

Nao Sim
6- Teme que algo ruim possa lhe acontecer? Sim Nao
7- Sente-se feliz a maior parte do tempo? Nao Sim
8- Sente-se freqlientemente desamparado (a)? Sim Nao
9- Prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas? Sim Néo
10- Acha que tem mais problemas de memoria que a maioria? Sim Nao
11- Acha que é maravilhoso estar vivo agora? Nao Sim
12- Vale a pena viver como vive agora? Nao Sim
13- Sente-se cheio(a) de energia? Néao Sim
14- Acha que sua situagéo tem solugao? Nao Sim
15- Acha que tem muita gente em situagdo melhor? Sim Nao

Valor Total (Total > 5 = suspeita de depressao)




91

Escala de Cornell de Depressao na Deméncia — CSDD 2 pontos 1 ponto 0 ponto
A. Sintomas Relativos ao Humor Severo Moderado Outros
1- Ansiedade, expressao ansiosa, ruminagoes,
preocupagoes
2- Tristeza, expressao triste, voz triste, choro
3- Auséncia de reagao aos eventos agradaveis
4- Irritabilidade, facilidade em ficar contrariado, humor labil
B. Disturbios do Comportamento Severo Moderado Outros
5- Agitagdo, ndo consegue ficar no lugar, se contorce, puxa
os cabelos
6- Lentiddo psicomotora: dos movimentos, da fala, das
reacoes
7- Numerosas queixas somaticas (anotar ausente se
apenas sintomas gastrintestinais)
8- Perda de interesse, menor implicagao nas atividades
habituais (anotar apenas se a mudanga ocorreu de forma
rapida, em menos de 1 més)
C. Sintomas Somaticos Severo Moderado Outros
9- Perda de apetite, come menos do que usualmente
10- Perda de peso (anotar severa se superior a 2,5 kg em 1
més)
11- Falta de energia, se cansa facilmente, incapaz de
sustentar uma atividade (anotar apenas se a mudanca
ocorreu de forma rapida, em menos de 1 més)
D. Fungées Ciclicas Severo Moderado Outros

12- Variagdes de humor durante o dia, sintomas mais

acentuados pela manha

13- Dificuldades para dormir, dorme mais tarde do que
usualmente

14- Despertar noturno frequente

15- Despertar matinal precoce, mais cedo do que
usualmente
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E. Disturbios Ideatorios Severo Moderado Outros

16- Idéias de suicidio, pensa que a vida nao vale a pena de
ser vivida, deseja morrer

17- Auto-depreciagao, se queixa dele proprio, pouca estima
de si, sentimento de fracasso

18- Pessimismo, antecipagao do pior

19- Idéias delirantes congruentes ao humor, idéias
delirantes de pobreza, de doenca ou de perda

Valor Total (> 12, provavel depressao) / 38 pontos

PONTUACAO
CUMULATIVE ILLNESS RATING SCALE FOR GERIATRICS (CIRS-G)

Miller, Paradis, and Reynolds 1991

Paciente: Idade:

Avaliador: Data:

Instrucdes: escreva breves descrigdes do(s) problema(s) médico(s) que justifiquem a pontuagao, na linha em
frente a cada item. Use como referéncia o Manual CIRS-G. (Se precisar de mais espago para escrever, utilize
o verso da folha).

Estratégia de avaliacio:

0 - Sem problema

1 - Problema leve atual ou problema significante no passado

2 - Invalidez ou morbidade moderada/requer terapia de “primeira linha”

3 - Invalidez significante severa ou constante/problemas cronicos incontrolaveis

4 - Extremamente severo/requertratamento imediato/fase final da insuficiéncia do érgao /severa dificuldade na
funcao

Sistemas Descrigao Pontuacgao

Coragao

Vascular

Hematopoiético

Respiratério




Olhos, orelhas, nariz, garganta e laringe

Trato gastrointestinal superior

Trato gastrointestinal inferior

Figado

Renal

Genitourinario

Musculoesquelético/tegumentar

Neuroldgico

Enddcrino/metabdlico e peito

Doenca psiquiatra

TOTAL DE CATEGORIAS AVALIADAS: PONTUAGAO TOTAL:

Index de severidade (pont. total/nim. de categorias avaliadas):
Numero de categorias no nivel de severidade 3:

Numero de categorias no nivel de severidade 4:

Mini — Mental

1. Orientagao temporal: /10
1.1. Dia do més:
1.2. Més:
1.3. Ano:
1.4. Dia da semana:
1.5. Hora aproximada:
1.6. Local especifico:
1.7. Local geral:
1.8. Bairro ou rua préxima:
1.9. Cidade:

1.10. Estado:

93
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2. Registro: /13
Repetir:
3. Atencéo e calculo: 15
100-7=93-7=86-7=79-7=72-7=65
4. Evocacao: 13

Quais as trés palavras perguntadas anteriormente?

5. Linguagem: /8
5.1. Nomear 2 objetos: reldgio e caneta 2
5.2. Repetir: “Nem aqui, nem ali, nem 13" "
5.3. Comando de 3 estagios: /3

“apanhe esta folha de papel com a méo direita, dobre-a ao meio e coloque-a no
chao”.

5.4. Escrever uma frase completa: /1

5.5. Ler e executar: /1
FECHE OS OLHOS

6. Praxias: /1

Copiar o diagrama em anexo:

SN
__/ o

Bateria Breve de Rastreio Cognitivo (Nitrini et al., 1994 - 2004)

Esta bateria que pode ser aplicada em cerca de sete minutos contém os seguintes itens:

Total: /30

* Identificagdo e Nomeacgao de 10 figuras
* Meméria incidental « Memoéria Imediata
» Aprendizado

* Fluéncia verbal (animais)
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* Desenho do reldgio

* Memoéria de 5 minutos

* Reconhecimento

Identificagdao e Nomeacgao de 10 figuras

Apresente a folha de papel com as figuras desenhadas e pergunte:

- Que figuras sao estas?

Nomeacao correta (0 a 10) =

Percepcéo correta (0 a 10) =

Se nao for capaz de perceber adequadamente um ou dois itens ou de nomea-los nao
corrija. Aceite 0 nome que o paciente deu e considere-os corretos na avaliagcdo da
memoria.

Meméria incidental

Terminada a nomeacao, esconda a folha e pergunte:

-Que figuras eu acabei de lhe mostrar?

O numero de itens evocados fornece o escore de Memaria Incidental =

Meméria Imediata

Ao terminar, entregue novamente a folha ao examinando e diga:

-Olhe bem e procure memorizar estas figuras.

O tempo maximo permitido é de 30 segundos. Novamente, esconda a folha e pergunte: -
-Que figuras eu acabei de lhe mostrar?

O numero de itens evocados fornece o escore de Memoria Imediata =

Aprendizado

Ao terminar, entregue novamente a folha ao examinando e diga:

- Olhe bem e procure memorizar estas figuras.

O tempo maximo permitido € de 30 segundos. Novamente, esconda a folha e pergunte:
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- Que figuras eu acabei de lhe mostrar?

O numero de itens evocados fornece o escore do Aprendizado =

’ﬁxﬂ.;—; Ty = sy
P s em—— I\
e —
< "Qu-_ ;
'I-—u-' - =
S N
&\\:ﬁ\ . _.": H"\..
.\1.,.‘&,{_‘5’\4'.

Testes de Iniciativa e Planejamento (Interferéncia)

Dois testes sdo utilizados para avaliar fungdes executivas, linguagem e habilidades
visuais-contrutivas.

Teste de Fluéncia Verbal

No teste de fluéncia verbal solicita-se ao examinando:

-Vocé deve falar todos os nomes de animais (qualquer bicho) que se lembrar, no menor

tempo possivel. Pode comecar. Anote o nimero de animais lembrados em 1 minuto:

Desenho do relégio (Sunderland et al., 1989)
Dé uma folha de papel em branco e diga:
-Desenhe um relégio com todos os numeros. Coloque ponteiros marcando 2h45.

(Guarde o desenho com a ficha).
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Avaliacdo 10-6 Relogio e numero estéo corretos.

10 - hora certa

9 - leve disturbio nos ponteiros (p. ex.: ponteiro das horas sobre o0 2)

8 - disturbios mais intensos nos ponteiros (p. ex.: anotando 2:20)

7 - ponteiros completamente errados

6 - uso inapropriado (p. ex.: uso de cédigo digital ou de circulos envolvendo ndimeros)
Avaliacao: 5-1: desenhos do reldgio e dos numeros incorretos

5 - numeros em ordem inversa ou concentrados em alguma parte do relégio

4 - numeros faltando ou situados fora dos limites do relogio

3 - numeros e relégio nao mais conectados. Auséncia de ponteiros

2 - alguma evidéncia de ter entendido as instrugbes mas com vaga semelhanga com um
relogio

1 - ndo tentou ou ndo conseguiu representar um reldgio

Memoria tardia (5 minutos)

Ao terminar o desenho, pergunte:

-Que figuras eu Ihe mostrei ha alguns minutos?

Se necessario, reforce, dizendo figuras desenhadas numa folha de papel plastificada.

O examinando tem até 60 segundos para responder.

O numero de itens evocados fornece o escore de Memaria tardia =

Reconhecimento

Mostre a folha contendo 20 figuras e diga:

-Aqui estao as figuras que eu lhe mostrei hoje e outras figuras novas. Quero que vocé
me diga quais vocé ja tinha visto ha alguns minutos.

Itens inseridos erroneamente devem ser descontados de modo que se lembrar de 8 itens

corretos e incluir um item errado, seu escore sera 8 (acertos) menos 1 (erro)=7



Folha de respostas

Mincidental Milmediata Aprendizado M5 Reconh.

Sapato

Casa

Pente

Chave

Avido

Balde

Tartaruga

Livra

Colher

Arvore

N

JUOoootn

LI

Corretas

Intrusdes

Atencio:

D0 pobotdouot

D dhoooobood
A0 pubobodott

1]
L

(0 escore de memdria incidental, imediata, aprendizado e de memaoria de 5 minutos

(recordagéio tardia) € igual ao nimero de resposia corretas.

Para o Reconhecimento, o escore final é obtido pela subtragfio; corretas - intrusfies.

Reconhecimento: D

98
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Como avaliar o desempenho?
Percepgao visual e nomeagao.
A maioria das pessoas obtém 10 pontos nas duas tarefas. Mais de um erro é sugestivo de
disturbio de nomeacéao ou da percepc¢ao visual.
Dois tipos de erro podem ser encontrados:
- Erros de percepcao que as vezes ocorrem sio caracterizados por confundir o avido com
um peixe ou o balde com um copo
- Erros de nomeacgao mais tipicos ocorrem quando o paciente faz o gesto de pentear-se ou
de utilizar uma chave mas n&o se lembra do nome
Memoéria incidental
Nao temos levado em conta para o diagnéstico de deméncia ou de comprometimento
cognitivo; € importante para que o individuo se esforce para obter o melhor resultado.
Meméria imediata
Resultados abaixo de 5 indicam comprometimento da atencao
Aprendizado
Espera-se que um individuo normal obtenha pelo menos 7
Meméria tardia
Espera-se que um individuo normal obtenha pelo menos 6.
Reconhecimento
Individuos normais obtém 10 pontos. Menos do que 9 é certamente anormal.
Fluéncia verbal (animais)
Individuo alfabetizados devem falar 13 ou mais
Analfabetos sem declinio cognitivo devem falar 9 animais ou mais.
Desenho do relégio
Erro frequente é o de colocar o ponteiro menor apontando para o 2.
Erro mais grave é o de colocar o ponteiro maior entre 4 e 5.
Mais grave ainda € nao colocar os 12 numeros na posi¢ao correta
Este teste é mais influenciado pela escolaridade
Resumo
Os testes mais importantes para o diagnéstico de deméncia da doenga de Alzheimer
ou da doenca cerebrovascular sdo o aprendizado (<7), a memoria tardia (<6) e a fluéncia
verbal (<13).
Para outras deméncias como a deméncia com corpos de Lewy, o desenho do relogio

pode ser muito Util; para as afasias progressivas a nomeag¢ao pode se mostrar alterada
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 1 (estudo transversal)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DOS PARAMETROS HEMOSTATICOS E
INFLAMATORIOS EM INDIVIDUOS COM COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE E
DOENCA DE ALZHEIMER
Unidade: Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais
Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Paulo Caramelli
Prof. Dra. Karina Braga Gomes Borges

Prof. Dra. Lirlandia Pires de Sousa

Doutoranda Carolina Antunes Magalhaes
Enderego: Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia da UFMG. Telefone: (31) 3409-6895
Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha, Belo Horizonte, MG. CEP: 30.270 - 901

LEIA CUIDADOSAMENTE AS INFORMAGOES ABAIXO:

Esse documento tem como finalidade convida-lo a participar no projeto de pesquisa
“INVESTIGAGAO AVALIAGAO DOS PARAMETROS HEMOSTATICOS E
INFLAMATORIOS EM INDIVIDUOS COM COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE E
DOENCA DE ALZHEIMER”.

Esta pesquisa tem como objetivo estudar algumas substancias que podem estar
presentes no sangue e no liquor (“liquido da espinha”) de pacientes com comprometimento
de memodria ou de outras fungdes cerebrais relacionadas, tal qual ocorre nas chamadas
deméncias, como a doencga de Alzheimer. Estas substancias podem vir a ser, no futuro,
importantes para diagnosticar precocemente estas doengas. Vocé podera participar como
membro do grupo de pacientes que apresentam comprometimento de memaria ou do grupo
de individuos saudaveis sem comprometimento de meméria para comparagdo com o
primeiro.

Em pacientes com doencga de Alzheimer ou com outras deméncias o exame do liquor
(“liquido da espinha”) € um método que ajuda no diagndstico, porque algumas substancias
que se acumulam no cérebro podem ser vistas neste fluido. Assim, ndo é obrigatério que
este exame seja feito, mas a sua realizagao pode ser importante para a confirmagéo do
diagndstico e para afastar algumas doencgas inflamatérias ou infecciosas que causam
deméncia. Caso o(a) senhor(a) concorde com a realizacdo deste exame, precisamos de sua
autorizagao para que um pequeno volume do liquor seja colhido. O liquor (“liquido da
espinha”) sera coletado por um médico neurologista com experiéncia na realizagdo do
exame, em uma sala apropriada do ambulatério de Neurologia do Hospital das Clinicas da
UFMG. O procedimento n&o requer anestesia ou o uso de qualquer medicamento antes ou
depois. O(a) senhor(a) ficara consciente e sentira um desconforto semelhante a uma “picada
de agulha”. O(a) senhor(a) devera ficar deitado durante o procedimento e durante o periodo
de observagao que sera de cerca de uma hora, para evitar o surgimento de dor de cabeca
ou tonturas que por vezes podem aparecer apos este exame. Se estes sintomas surgirem
sera garantido atendimento no ambulatério de Neurologia do Hospital das Clinicas da UFMG



101

por um dos médicos pesquisadores responsaveis ou pelo médico neurologista de plantdo no
Pronto Atendimento do hospital.

O exame das substancias presentes no sangue, que faz parte desta pesquisa,
consiste em uma coleta de amostra de sangue, para a identificacdo de algumas proteinas
que podem estar presentes na doencga de Alzheimer ou em outras deméncias. Caso o(a)
senhor(a) concorde com a realizacdo deste exame, precisamos também de sua autorizagéo
para que um pequeno volume do sangue seja colhido. A coleta do sangue sera realizada por
um médico ou enfermeiro com experiéncia, em uma sala apropriada do ambulatério de
Neurologia do Hospital das Clinicas da UFMG. No momento da coleta o(a) senhor(a) podera
sentir um leve desconforto pela picada da agulha. Apesar de raras, podem surgir algumas
complicagbes como, hematomas, sangramentos ou infec¢ao cutanea.

Cabe ressaltar que caso haja necessidade de nova coleta de qualquer uma das
amostras e se esta coleta ocorrer em outro dia que n&o o da consulta de acompanhamento,
garantimos os custos com o deslocamento. Informamos ainda que seu prontuario podera ser
consultado para obtengao de dados clinicos a seu respeito, no decorrer da pesquisa.

Os pesquisadores responsaveis assumem a responsabilidade de assisténcia integral
as complicagdes ou danos decorrentes dos riscos previstos, bem como de informar aos
pacientes caso esta pesquisa demonstre algum avango que seja importante para o
tratamento da doencga. Estes exames nao séo obrigatérios, mas a sua realizagdo pode ser
importante para a confirmagao do diagnéstico. Se o(a) senhor(a) ndo quiser participar seu
atendimento médico no hospital ndo sera prejudicado e suas consultas continuardo a ser
realizadas do mesmo modo.O(a) senhor(a) podera desistir ou retirar seu consentimento a
qualguer momento sem nenhum prejuizo para seu atendimento no ambulatério.

BENEFICIOS
O(a) senhor(a) ndo recebera dinheiro ou outro bem material para participar deste
estudo.

DIREITOS LEGAIS
A condicdo acima “Beneficios” ndo limita os seus direitos legais.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS

Conforme a Legislacao Brasileira, os seus dados somente poderao ser obtidos pelo
senhor(a), pelo seu médico e pela equipe do estudo.

O(A) senhor(a) sera identificado através de suas iniciais e de um numero para garantir
a confidencialidade dos seus dados.

INFORMAGOES ADICIONAIS

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas relacionadas ao estudo, contate os pesquisadores
responsaveis pelo estudo (Prof. Dra. Karina Braga Gomes Borges ou a doutoranda Carolina
Antunes Magalhaes) no seguinte telefone: (31) 3409-6895.

Para responder questdes relacionadas a essa pesquisa, seus direitos como individuo
participante e aspectos éticos da pesquisa o(a) senhor(a) podera entrar em contato com o
Comité de Eticaem Pesquisa (COEP) da UFMG, Enderego: Av. Antdnio Carlos, 6627,
Unidade Administrativa Il — 2° andar, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil,
CEP: 31270-901, tel: (31) 3409-4592, e-mail: coep@prpq.ufmg.br
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima descritas.

Eu tive tempo suficiente para considerar minha decisdo, oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas questdes foram respondidas.

Entendo que posso modificar minha decisao quanto a autorizacdo de uso de meus dados a
qualguer momento, devendo avisar ao pesquisador imediatamente da minha decisao.
Recebi uma via assinada deste Termo de Consentimento.

Nome do participante

Assinatura Data

Caso o participante nao tenha condi¢gdes de compreender as informagdes contidas acima e
estiver acompanhado de um representante legalmente aceito, o representante devera
assinar este Termo de Consentimento autorizando a participacdo no estudo. Se uma
testemunha for necessaria para leitura do Termo de Consentimento, esta também devera
assinar ao mesmo.

Nome do Representante Legal

Assinatura do Representante Legal Data

Assinatura da Testemunha Data

ACORDO DO INVESTIGADOR

Declaro que todas as informagdes necessarias para participagao foram esclarecidas ao
paciente.

O estudo sera conduzido conforme diretrizes e legislagao vigente para condugéo de
pesquisa clinica no Brasil.

Nome do Investigador que aplicou o Termo

Assinatura do Investigador Responsavel pela obtengdao Data
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 2 (estudo longitudinal)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO DE PESQUISA: “AVALIAGAO DE POTENCIAIS BIOMARCADORES NA
DOENCA DE ALZHEIMER”

Prezado Paciente,

Vocé esta sendo convidado para participar desta pesquisa como voluntario, sem custo
algum pelos exames realizados. O objetivo deste projeto € estudar potenciais marcadores
em pacientes com déficit cognitivo leve e doenga de Alzheimer. Este conhecimento
contribuira para o diagnéstico precoce e tratamento da doenca de Alzheimer.

Se vocé quiser participar, podera fazé-lo doando 15 mL de seu sangue e a primeira urina da
manha. A coleta de sangue sera realizada por um profissional com capacidade técnica e
experiéncia para estancar eventual sangramento. Sera utilizado material descartavel de boa
qualidade, visando o éxito da coleta. Esses cuidados serdo tomados porque a coleta de
amostras de sangue venoso apresenta baixo risco de acidente de pungéo, representado
principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo de pequena gravidade que pode
resultar em leve dor localizada e formacgao de pequeno hematoma.

Todos os dados gerados nessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe de
pesquisadores tera acesso a eles. Cada participante sera identificado por um cédigo. Seu
nome e os resultados dos exames serdao mantidos em segredo. Vocé podera ter acesso aos
resultados individuais.

Serao armazenadas amostras de DNA extraidas do sangue coletado, por um periodo de
cinco anos, no Banco de Material Bioldgico do departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldogicas da Faculdade de Farmacia. Essas amostras poderéo ser eventualmente
utilizadas em futuras analises para avancos cientificos no tratamento da doenca de
Alzheimer.

A sua participagao neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo ndo envolvera penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé
tem direito. Vocé podera cessar sua participacado a qualquer momento sem afetar seu
acompanhamento médico em andamento.

Se no transcorrer da pesquisa vocé tiver alguma duvida, ou por qualquer outro motivo
necessitar de orientacdes, podera procurar um dos pesquisadores: Professora Maria das
Gragas Carvalho ou Gisele Santos Gongalves no telefone (31) 3499-6881 da Faculdade de
Farmacia da UFMG. Além disso, para outros esclarecimentos, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa - COEP/UFMG, situado & Av. Antonio Carlos
6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, Belo Horizonte — 31270-901, telefone 3499-4592.

Ao assinar esse termo de consentimento vocé ndo esta abrindo m&o de seus direitos legais.

Declaro que concordo em participar como voluntario do projeto de pesquisa “AVALIACAO
DE POTENCIAIS BIOMARCADORES NA DOENCA DE ALZHEIMER” e autorizo a doagao
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de meu sangue, urina e amostras de DNA que serdao armazenadas para eventuais futuras
analises sobre a doenca de Alzheimer e que recebi copia do presente Termo de
Consentimento.

Belo Horizonte, de de 20

Nome do paciente: Assinatura
do paciente:

Nome do pesquisador:
Assinatura do pesquisador:
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8.3 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa 1 (estudo transversal)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE -09638212.8.0000.5149

Interessado(a): Prof. Paulo Caramelli
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 29 de janeiro de 2013, o projeto de pesquisa intitulado
"Investigagdo de biomarcadores diagnosticos em pacientes com
comprometimento cognitivo leve e doenga de Alzheimer" bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Prota-Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa 2 (estudo longitudinal)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
Parecer n®, ETIC 0118.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Maria das Gragas Carvalho
Departamento Andlises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmibcia - UFMG

DECISAD

© Comitdé de Elica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 22 de junho de 2010, apbs atendidas as solicitagtes de dilighncia, o
projetc de pesquisa Intilulade “Avallagho de potenciais
biomarcadores da Doenca de Alrheimer” bem como o Termo de
Consentimento Livre @ Esclarecido

O relatdrio final ou parcial deverd ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

ol |
Coordenadora do COEP-UFMG

dn Pren A s, 9607 - Diwilimly dissninriv i - [ amie - Sels S8 - Cap 12370000 - SR
Tofnfim: (03 1) JOPRP] - onanl, el prang i br
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8.4 Certificados

certificado de participacao

ANA CAROLINA RODRIGUES DE OLIVEIRA

49° Congresso Brasileiro de
Patologia Clinica
Medicina Laboratorial

R R U or, ™ A RISy e, ‘L‘ e L S . =
l” Congresso Brasileiro de
Informatica Laboratorial

I | posiciao Téenico-Cientifica

Integracao para o diagnostico

participou
do 49° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica Medicina Laboratorial
na qualidade de Congressista
Carga Horaria: 28 horas

Nl 4
4 v Cow T
Ta eu Sob ira César Ajex de Oliveira Galoro Paula Ta
Presidente fio 49° Congresso Brasileiro de Coordenador da Comissao Cientifica do 49° Congresso Presidente da Sociedade Brasileira de Patologia
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboraterial Clinica/Medicina Laboratorial - Bignio 2014/2015

2 ( r N/ B
2(: de setembro a & de outubro de 2:0 1 5
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certificado de participacdo

ANA CAROLINA RODRIGUES DE OLIVEIRA

49° Congresso Brasileiro de
et

Patologia Clinica

Medicina Laboratorial

R & SRR o

1° Congresso Brasileiro de
Informatica Laboratorial
sicao Tecnico-Cienhifica

Integragdo para o diagndéstico

participou

na qualidade de autor responsavel do tema livre "APLICACAO DE BIOMARCADORES DO
LIQUOR NO DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DA DOENCA DE ALZHEIMER" , tendo
como co-autores "MAGALHAES, C. A., FRAGA, V. G., CARAMELLI, P., BORGES, K. B. G.".

// / ’ y
| selei K/ y o Cow T\
Tadeu Sobréira César AJex de Oliveira Galoro Paula Tavora

Presidente o 49° Congresso Brasileiro de Coordenador da Comissao Cientifica do 49° Congresso Presidente da Sociedade Brasileira de Patologia
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Clinica/Medicina Laboratorial - Biénio 2014/2015

r r r 2 -
.Z.E) de setembro a .24 de outubro de ij l 5 Realizacao é; SBPC/ML -%AMB
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Certificado

XXVII Congresso Brasileiro de

NEUROLOGIA

Certificamos que 27a31 daé-:igo.@t:n de 2016 c
Expominas | Belo Horizonte [ M
ANA CAROLINA RODRIGUES DE OLIVEIRA 3 l |
participou da atividade "Curso Pre-Congresso - Neurologia
Cognitiva”, durante o evento "XXVIl Congresso Brasileiro de B“LQJA

Neurologia”, realizado de 27 a 31 de agosto de 2016 no
Expominas em Belo Horizonte/MG.
Belo Horizonte, 31 de agosto de 2016

Pnl.llo Cnmlle‘l.ll

frawie  Gacle)
Frnp:istntmdu;a i

Rosamaria Peixoto Guimardes

Certificado

XXVII Congresso Brasileiro de

NEUROLOGIA

Certificamos que 27 a 31 de agosto de 2016
Expominas | Belo Horizonte | MG
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