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RESUMO

O envelhecimento é um processo natural potencialmente associado ao
desenvolvimento  de  transtornos  neurodegenerativos, causadores de
comprometimento cognitivo e deméncia. E possivel que desequilibrios entre o
sistema imune e nervoso influenciem na evolucao destes processos. O estudo Pieta
consiste em uma investigacdo epidemiologica de base populacional acerca do
envelhecimento cerebral, realizada na cidade de Caeté-MG em idosos muito idosos
(275 anos). Objetivando identificar a influéncia de polimorfismos em genes de
citocinas na ocorréncia de comprometimento cognitivo ndo deméncia (CCND) ou
deméncia e no declinio cognitivo e funcional observado em idosos, 259 participantes
do estudo Pieta foram divididos em trés grupos: controles cognitivamente saudaveis
(n=124), CCND (n=81) e deméncia (n=54). Oito polimorfismos em genes de cinco
citocinas foram estudados: TNF-a -308G>A, TGF-B1 codon +10 C>T, TGF-B1 codon
+25 G>C, IL-10 -1082 A>G, IL-10 -819 C>T, IL-10 -592 C>A, IL-6 -174 G>C e INF-y
+874T>A por PCR multiplex. Dados da genotipagem foram comparados de acordo
com sua distribuicdo entre os grupos e considerando o desempenho cognitivo e
funcional dos idosos de modo transversal e longitudinal (apdés um ano). Foi
observado que polimorfismos nos genes de TGF-B1 (+10 C>T e +25 G>C), INF-y
(+874T>A) e haplotipos de IL-10 apresentaram diferentes distribuicbes entre os
grupos além de influenciar juntamente com TNF-a (-308G>A), de maneira
transversal, o desempenho cognitivo e funcional. Quando avaliados de forma
longitudinal, observou-se que o polimorfismo +10C>T no gene de TGF-B1 esteve
associado a predicdo do declinio cognitivo e funcional a curto prazo entre 0s
controles e que o polimorfismo -174G>C no gene de IL-6 associou-se a reducéo do
desempenho cognitivo de idosos com CCND no periodo de um ano. Estes
resultados sugerem, portanto, que fatores de risco genéticos ligados a inflamacéo
podem associar-se ao desenvolvimento de CCND/deméncia e a deterioracdo das
habilidades cognitivas e funcionais em idosos muito idosos. Assim, pretende-se
fornecer dados para que novos estudos sejam desenvolvidos nesta vertente, a fim

de elucidar a importancia do processo inflamatério nas doencas demenciais.

Palavras-chave: Envelhecimento, deméncia, comprometimento cognitivo n&o

deméncia, citocinas, polimorfismos, inflamacéo.



ABSTRACT

Aging is a natural process potentially associated with the development of
neurodegenerative disorders, causing cognitive impairment and dementia. It is
possible that imbalances between the immune and nervous system influence the
evolution of these processes. The Pieta study is an epidemiological investigation on
brain aging, developed in Caeté (state of Minas Gerais), Brazil, involving oldest-old
individuals (275 years). In order to identify the influence of cytokine gene
polymorphisms and the occurrence of cognitive impairment no dementia (CCND) and
dementia, and on cognitive and functional decline in elderly, 259 participants from the
Pieta study were divided into three groups: cognitively healthy controls (n = 124),
CCND (n = 81) and dementia (n = 54). Eight polymorphisms in five cytokines genes
were studied: TNF-a -308G> A, TGF-31 codon 10 C> T, TGF-B1 codon 25 G> C, IL-
10 -1082 A> G, IL-10 -819 C> T, IL-10 -592 C> A, IL-6 -174 G> C and INF-y +
874T>A, using multiplex PCR. Genotypes were compared according to their
distribution between the groups and considering the cognitive and functional
performance of cross-sectional and longitudinal evaluations (after one vyear).
Polymorphisms in TGF-f1 (10 C> T +25 G> C), IFN-y (+ 874T> A) and IL-10
haplotype presented different distributions between the groups beyond influence
together TNF-a (-308G> A) the cognitive and functional performance. On longitudinal
analysis, the polymorphism +10C> T in the TGF-B1 gene could predict the cognitive
and functional decline in the short-term among controls, and the polymorphism -
174G>C in the IL-6 gene was associated with reduction of cognitive performance
among CCND subjects within one year. These results suggest that genetic risk
factors linked to inflammation may be associated with the development of
CCND/dementia and deterioration of cognitive and functional abilities in oldest-old
individuals. Thus, this study provides data for further research in order to elucidate

the importance of the inflammatory process in dementia.

Keywords: Aging, dementia, cognitive impairment not dementia, cytokines,

polymorphisms, inflammation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Envelhecimento populacional, desfechos cognitivos e inflamacgé&o

O envelhecimento populacional é o processo de transicdo demografica mais
destacado em todo o mundo (Schoeni e Ofstedal, 2010). O crescimento do
contingente populacional de idosos, especialmente daqueles individuos com 75 anos
ou mais, verificado em diversas sociedades, tem se dado de forma particularmente
rapida em paises emergentes ou em desenvolvimento, como o Brasil (Schoeni e
Ofstedal, 2010; OMS, 2011; Preston e Stokes, 2012). Taxas acentuadas de
crescimento no numero de idosos acarretam répida transformacédo do cenéario de
doencas e morbidades mais prevalentes nesta populacdo, com aumento da

importancia de condi¢des crénico-degenerativas, como a deméncia (OMS, 2011).

De maneira geral, podemos identificar trés distintos desfechos cognitivos na
senescéncia: envelhecimento cerebral saudavel ou bem-sucedido, deméncia e um
estagio de transicdo entre eles, que pode ser denominado comprometimento
cognitivo ndao deméncia (CCND). O termo “deméncia”’ ilustra um conjunto
heterogéneo de doencas cuja frequéncia aumenta com o avancar da idade, embora
nao sejam componentes naturais do envelhecimento (OMS, 2011; OMS, 2012; Burla
et al., 2013). Processos neurodegenerativos subjacentes a grande parte das
sindromes demenciais ocasionam progressiva reducao das habilidades cognitivas e
funcionais necessarias a manutencdo da independéncia e qualidade de vida e séo
as principais causas de incapacidade entre idosos (OMS, 2012), inclusive em paises
de baixo e médio desenvolvimento (Sousa et al., 2009). Com o avan¢o do processo
demencial, ha reducdo da aptiddo para execucdo de atividades de vida diaria
(AVDs) e de cuidado proprio, ocasionando uma situacdo de dependéncia fisica,
psicologica e social. Esta perda de capacidade em executar AVDs varia conforme o
tipo de atividade e impacta negativamente sobre a qualidade de vida do idoso, cuja
extensdo depende do estagio de deméncia e do meio em que vive, devido as

variacfes culturais na percepcao dos sintomas (Giebel et al., 2014).

O conceito de envelhecimento cerebral saudavel esta relacionado a
manutenc¢do pelo idoso de uma vida independente, a despeito da existéncia de certo

declinio nas habilidades cognitivas, o qual frequentemente acompanha o natural
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processo de envelhecimento (Shankar, 2010). O envelhecimento fisiolégico ocasiona
mudancas no sistema nervoso central (SNC) que sé&o, entretanto, compensadas por
mecanismos de plasticidade e redundancia do cérebro, ndo impactando de forma
intensa no funcionamento do érgao (Park e Yeo, 2013; Rossini et al., 2013).

Conhecendo os dois desfechos cognitivos opostos, a deméncia e o
envelhecimento cerebral bem-sucedido, é valido ressaltar a existéncia de uma fase
prodrbmica ou intermediaria entre eles, em que jA ha alteracbes de alguns
marcadores de imagem e bioquimicos relacionados a deméncia (Campbell et al.,
2013). O CCND ¢ caracterizado pela observacdo de um declinio cognitivo superior
ao esperado para a idade e escolaridade do idoso, mas nao suficiente para impedir
a execucdo de AVDs (Gauthier et al.,, 2006). A deterioracdo de dominios da
cognicdo maior que o esperado, entretanto, sugere a existéncia de um processo
neurodegenerativo inicial com possivel evolugcdo para deméncia (Gauthier et al.,
2006).

O cenario epidemioldgico atual incentiva a busca de respostas acerca dos
fatores genéticos e ambientais envolvidos na determinacdo de diferentes desfechos
cognitivos. Neste sentido, o papel da inflamacdo e de seus elementos, como as
citocinas, tem sido estudado. Pesquisas demonstrando a associacdo entre
mediadores inflamatorios e processos cognitivos e comportamentais no cérebro
saudavel e doente surgiram principalmente a partir da década de 90 e persistem até
a atualidade (Maier e Watkins, 1998; Gahtan e Overmier, 1999; McAfoose e Baune,
2009; Niranjan, 2013). Embora haja consenso a respeito da associacdo entre
inflamacdo e deméncia (Swardfager et al., 2010), muitas duvidas precisam ser

elucidadas.

Os polimorfismos em genes de citocinas podem influenciar a expressao
destes mediadores proteicos e por isso, estudos envolvendo tais variantes genéticas
e deméncia, principalmente a doenca de Alzheimer (DA), também tém sido
desenvolvidos. Os resultados gerados, entretanto, permanecem conflitantes. Além
disso, pouco se sabe a respeito do envolvimento de polimorfismos em genes de

citocinas e a evolucdo para CCND e desta para deméncia.
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1.2 O Estudo Pieta

O estudo Pieta é um inquérito epidemiolégico de base populacional iniciado
em 2007, cujo objetivo é investigar o envelhecimento cerebral bem sucedido em
uma amostra de idosos muito idosos (275 anos) residentes em Caeté (MG), Brasil
(Figura 1). A coorte Pieta compreendeu inicialmente o recrutamento de 639 idosos
(Caramelli et al., 2011) e o presente trabalho é um estudo do tipo caso-controle
derivado desta coorte, que utiliza alguns dados clinicos de avaliacdo funcional e
cognitiva dos participantes, além de amostras de DNA destes individuos. A
metodologia basica do estudo Pieta pode ser dividida em quatro etapas:

o Fase 1: Recrutamento dos idosos, coleta de dados como identificagdo pessoal,
parametros sociodemograficos e socioecondmicos, historico de saude,
medicagbes em uso, habitos de vida. Tais dados foram obtidos por
entrevistadores previamente treinados, por meio de questionarios e na propria
residéncia dos idosos.

o Fase 2: Avaliacdo clinica individual dos idosos por uma equipe médica,
composta por neurologistas, geriatras e um psiquiatra. Foram realizados
exames fisicos e neurologicos, seguidos de avaliacdo cognitiva, funcional e
psiquiatrica. Aqueles individuos com suspeita de CCND e deméncia foram
submetidos a avaliacbes neuropsicoldgicas e funcionais adicionais, a fim de
confirmar ou excluir a suspeita. Esta etapa ocorreu na instituicdo de assisténcia
social aos idosos da cidade de Caeté.

o Fase 3: Coleta de sangue periférico para avaliacdo laboratorial bioquimica e
genética. Esta etapa foi concluida em julho de 2008, totalizando 358 amostras.

o Fase 4. Reavaliacdo clinica dos idosos um ano apds a primeira coleta de
dados, em 2009.

Caracteristicas dos participantes do estudo Pieta, métodos e critérios
diagndsticos utilizados ja foram detalhadamente publicados em 2011 (Caramelli et
al., 2011). O estudo Pieta é o quarto inquérito epidemioldgico brasileiro a respeito do
envelhecimento e eventos associados a ele. Este tipo de estudo comecou a ser
desenvolvido no Brasil na primeira década do século XXI e compreende além do
Pieta o estudo de Catanduva (SP), o estudo de Bambui (MG) e a coorte PALA
realizada no Rio Grande do Sul (Herrera Jr et al., 2002; Barbosa et al., 2006; Blay et
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al., 2007; Godinho et al., 2012). Segundo a OMS, a obtencdo de informacédo e
pesquisas a respeito do envelhecimento populacional sdo essenciais a preparagcao
para o enfrentamento das sindromes demenciais em paises em desenvolvimento,
como o Brasil (OMS, 2012).

Este trabalho objetiva avaliar a frequéncia dos polimorfismos que regulam a
expressdo das citocinas IL-6, IL-10, INF-y, TGF- B1 e TNF-a e a ocorréncia de
CCND e deméncia em idosos do projeto Pieta, bem como a importancia destes

polimorfismos no comprometimento cognitivo e funcional desta populagéo.

Figura 1 - Cidade de Caeté (MG), Brasil. Municipio sede do estudo Pieta, localizado nas

proximidades da Serra da Piedade.

Fonte: Website < http://capitalnanet.blogspot.com.br/2013/05/300-anos-de-caete.html.> Foto de

Gustavo Pinheiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Envelhecimento populacional e epidemiologia

O termo “envelhecimento populacional”’ refere-se a mudanca na média etaria
da populacdo, caracterizada pelo aumento no peso relativo da frequéncia de
pessoas acima de determinada idade (Carvalho e Garcia, 2003). Dados
epidemioldgicos recentes revelam que o numero de idosos em todo mundo tende a
um aumento continuo. Em 2010, havia no mundo cerca de 576 milhGes de pessoas
com mais de 65 anos. A expectativa para 2050 € que esse numero seja
aproximadamente o triplo, alcancando 1,5 bilhdo de pessoas (OMS, 2011).
Importante destacar que as maiores taxas de envelhecimento populacional sdo
verificadas em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde essa mudanca
representa um desafio particular para as politicas de satde. E esperado que entre
2010 e 2050 o numero de idosos em paises menos desenvolvidos cresga em niveis
acima de 250%, enquanto nos paises desenvolvidos essa expectativa seja de 71%
(OMS, 2011).

No Brasil, nas Ultimas décadas, tem-se verificado importante queda da
mortalidade nas idades mais avancadas e, em paralelo, acelerada diminuicdo da
taxa de fecundidade, principalmente a partir de 1965 (Camarano e Kanso, 2009).
Estes dois fatores atuam sinergicamente para que haja um aumento da proporcao
da populacéo idosa em relacéo a jovem. De acordo com o ultimo censo demogréfico
realizado no Brasil, em 2010, a populacdo com 60 anos ou mais correspondia a
10,8% da populacdo ou aproximadamente 20,5 milhdes de pessoas (IBGE, 2010).
Considerando que em 2000 este mesmo segmento populacional era composto por
cerca de 14,5 milhdes de pessoas, evidencia-se a rapidez da transformacéo
vivenciada (IBGE, 2000). Se por um lado o aumento da longevidade reflete
progressos sociais como avancos na qualidade de vida da populagédo, conquistas
tecnolégicas na area médico-assistencial e melhorias do acesso aos servicos de
saude, por outro, faz aumentar a demanda por remanejamentos das politicas
publicas de saude, a medida que a populacdo idosa requer uma assisténcia
diferenciada, por ser prevalentemente acometida por doencas crbnico-
degenerativas. O Brasil possui um cenario demografico complexo, por apresentar

dois segmentos etéarios distintos e relevantes (idosos e jovens), que necessitam de
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programas especificos e recursos publicos. Além disso, faz-se imprescindivel a
habilidade gestora que possibilite efetiva administragcdo da escassez de recursos
(Veras, 2009).

De certo, a perspectiva de crescimento da populacdo idosa no mundo traz
como marcante consequéncia a necessidade de melhor compreensdo dos
transtornos cronicos e progressivos, como 0 comprometimento cognitivo e a
deméncia. Vivencia-se atualmente o aumento da incidéncia e prevaléncia destas
condicdes. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, em 2012, havia ho mundo
35,6 milhdes de pessoas com deméncia e esse numero esta projetado para quase
duplicar em 2030, atingindo 65,7 milhdes de pessoas, e em 2050, 115,4 milhdes. A
cada ano ha o acréscimo de 7,7 milhdes de pessoas nesta estimativa, o que implica
dizer que ha um diagndstico de deméncia a cada quatro segundos no mundo (OMS,
2012). Assim, existe uma demanda dual de investimentos e planejamento em saude
nos paises em desenvolvimento, pois enquanto as doencas demenciais emergem,

as infectocontagiosas ainda prevalecem (Bygbjerg, 2012).

No Brasil, ha escassez de dados acerca da incidéncia e prevaléncia de idosos
com deméncia, indicando precariedade no registro dessa doenca e prejudicando o
conhecimento sobre seu impacto epidemiologico no pais. Burla et al. (2013)
estimaram a prevaléncia da deméncia no Brasil por idade, baseando-se nos
principais estudos regionalizados sobre este tema publicados entre janeiro de 1995
e outubro de 2012. Os autores encontraram uma prevaléncia total de deméncia em
idosos acima de 65 anos de 7,6%, valor proximo a prevaléncia estimada para paises
da América Latina, que € 7,1%. Além disso, foi descrita no referido estudo a relacéo
direta entre o envelhecimento e o aumento da prevaléncia de deméncia, que variou
de 1,9% entre idosos de 65-69 anos a 23,1% em idosos com mais de 80 anos (Burla
et al., 2013).

2.2 Envelhecimento cerebral saudavel

O envelhecimento é uma das maiores questbes entre os fenbmenos
biol6gicos. Envelhecer é um processo que envolve diversas mudancgas nos sistemas

organicos a nivel molecular, celular e funcional. Trata-se de um evento fisiolégico
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inevitavel e ainda ndo completamente compreendido, que é influenciado por fatores
genéticos e interagcbes ambientais (Park e Yeo, 2013). Neste contexto, o
envelhecimento natural do Sistema Nervoso Central (SNC) é um evento que
ocasiona algum grau de declinio em diferentes fun¢des cognitivas (Shankar, 2010).

O termo cogni¢do incorpora 0s seguintes dominios: linguagem, pensamento,
memoria, funcbes executivas (habilidades de planejar e de executar tarefas),
julgamento, atencéo, percepcao e aprendizado, que, juntamente com 0 componente
emocional, caracterizam a saude mental de um individuo (Hendrie et al., 2006;
Desai, Grossberg e Chibnall, 2010). Alteracdes observadas no envelhecimento
saudavel do SNC, como reducéo do volume cerebral e diminuicdo de sinapses, sdo
eventos associados ao declinio em habilidades cognitivas especificas, como a
velocidade de processamento, fungdes executivas e memoria episodica (Fjell e
Walhovd, 2010). Entretanto, ha manutencdo da atividade cerebral em idosos
saudaveis suficiente para suprir as necessidades da vida cotidiana, devido as
redundancias neural e sinaptica, bem como a plasticidade estrutural e funcional do
cérebro (Rossini et al., 2013). O conceito de envelhecimento cerebral saudavel,
apesar de ainda ndo ser consensual entre 0s autores, exalta justamente a
manutencado da autonomia e independéncia na senescéncia. Segundo Caramelli et
al. (2011), o envelhecimento cerebral saudavel é aquele livre de qualquer disfuncéo
comportamental, cognitiva e motora que permite manutencdo da autonomia e
integracdo do idoso com o meio ambiente e social. De acordo com (Mora, 2013), o
envelhecimento cerebral bem sucedido € expresso pela preservacdo da vida
independente em faixas etarias mais avancadas, processo este influenciado por
interacdes entre fatores ambientais e genéticos. Ainda segundo o Critical Evaluation
Study Committee (Hendrie et al., 2006) o conceito de saude cognitiva em pessoas
idosas ndo deve considerar somente a auséncia de doenca, mas também o
desenvolvimento e a preservacao de habilidades que permitam ao individuo uma
participacdo social ativa, um modo de vida independente, a capacidade de se
recuperar de doencas e de lidar com déficits funcionais tipicos da idade avancada
(Hendrie et al., 2006).
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2.3 Comprometimento cognitivo ndo deméncia

Muitos termos sao utilizados para descrever o comprometimento cognitivo de
nivel intermediario observado na senescéncia, como: comprometimento cognitivo
ndo deméncia (CCND), comprometimento cognitivo leve (CCL) e declinio cognitivo
associado a idade (De Carli, 2003; Werner e Korczyn, 2008; Ward et al., 2012).
Estas multiplas denominacdes estdo associadas a critérios clinicos mais ou menos
abrangentes e, por isso, possuem diferentes valores estimados de prevaléncia e
incidéncia na populagéo idosa (Decarli, Charles, 2003; Werner e Korczyn, 2008;
Ward et al., 2012). No presente estudo, os critérios diagndsticos para identificacdo
de individuos que exibiam declinio cognitivo subclinico estardo associados ao termo
comprometimento cognitivo ndo deméncia (CCND) (Graham et al., 1997). A
definicdo de CCND esta associada a presenca de comprometimento em faculdades
cognitivas e funcionais como memoria, percepc¢éo, habilidade motora, linguagem e
capacidade executiva, na auséncia de sindrome demencial clinicamente definida
(Graham et al., 1997; De Carli, C., 2003).

O significado de CCND é, de certo modo, proéximo ao de comprometimento
cognitivo leve (CCL), pois também €& tido como uma fase de transicdo entre
envelhecimento saudavel e deméncia caracterizada por declinio cognitivo acima do
esperado para a idade e escolaridade do individuo, mas que néo é grave o suficiente
para comprometer significativamente a execucdo de AVDs ( Graham et al., 1997;
Gauthier et al., 2006; Langa e Levine, 2014). Entretanto, em uma abordagem
conceitual mais ampla, CCND supera o conceito de CCL, pois ndo € necessario que
o individuo relate a propria percepcdo de declinio cognitivo, tornando-se

clinicamente mais valioso e abrangente (Schneider et al., 2009).

A prevaléncia de CCND estimada por Graham et al. (Graham et al., 1997)
na populacéo idosa canadense acima de 65 anos foi de 16,8%, um valor que supera
a prevaléncia de todas as formas de deméncia somadas e que se mostra crescente
com o avancar da idade da populacdo estudada. Em individuos categorizados na
faixa etaria de 75-84 anos, a prevaléncia de CIND foi de 24,0% e entre idosos com
85 anos ou mais este indicador alcancou 30,3% (Graham et al., 1997). Em uma
revisao sistematica mais recente (Ward et al., 2012), observou-se que a prevaléncia

de CIND varia entre 5,1-35,9% entre a populagédo idosa, uma vez que esta larga
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distribuicdo pode estar associada a heterogeneidade de idade dos idosos avaliados

em diferentes estudos.

Observar que o processo demencial instaura-se gradualmente e atestar a
frequente existéncia de uma fase prodrémica ou subclinica € de interesse
principalmente devido a busca do entendimento etiologico das deméncias, de
estratégias de manejo e de terapias modificadoras do curso das doencas
relacionadas. Evidéncias indicam que pessoas que apresentam CCND ou CCL tém
maior chance de desenvolver um quadro demencial do que aquelas que nao
apresentam declinio cognitivo (Plassman et al., 2008; Campbell et al., 2013; Vega e
Newhouse, 2014). As estimativas de conversdo sdo variaveis e podem alcancar
aproximadamente 12% em um ano (Plassman et al., 2008) e até 47% em cinco anos
de seguimento (Tuokko et al., 2003). Alguns fatores de risco para a conversédo de
CCND em deméncia ja sao conhecidos e podem ser classificados como modificaveis
e ndo modificaveis (Campbell et al., 2013). Como fatores modificaveis podemos
mencionar a presenca de outras comobidades e sintomas neuropsiquiatricos como a
depressdo, e como fatores ndo modificaveis a idade e caracteristicas genéticas
como a presenga do alelo €4 do gene da apolipoproteina E (ApoE) (Campbell et al.,
2013). A identificacdo clinica e acompanhamento de individuos com CCND é
também importante porque estes individuos apresentam maior indice de mortalidade

em cinco anos de acompanhamento do que idosos saudaveis (Tuokko et al., 2003).

Apesar de ser considerada como uma fase subclinica da deméncia, €&
importante notar que as taxas de conversao ndo sao absolutas, isto €, CCND é uma
entidade clinica complexa que pode envolver diferentes desfechos (Gauthier et al.,
2006; Forlenza e Chiu, 2008; Manly et al., 2008). Individuos com CCND podem
evoluir para a deméncia, para a estabilizacdo do quadro ou até mesmo a regressao
dos sintomas manifestada por melhoria na performance cognitiva e funcional (Manly
et al., 2008).

Em maio de 2013, a American Psychiatry Association (APA) publicou a quinta
edicdo do Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V). A
atualizacdo incluiu critérios diagnosticos para o CCND ou declinio cognitivo
intermediéario, intitulando esta condicdo de Transtorno Neurocognitivo Leve. O
objetivo desta inclusdo é possibilitar a detec¢cdo precoce de declinio cognitivo em

pacientes antes que 0s mesmos apresentem déficits mais acentuados e progressao
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para o Transtorno Neurocognitivo Maior (ou deméncia) ou para outras condigcdes
debilitantes, visando prover melhor assisténcia e cuidado a estes pacientes (APA,
2013).

2.4 Deméncia

7

Deméncia € um termo geral que representa uma série de doencas de
diferentes etiologias que possuem como ponto convergente a reducdo da autonomia
e consequente impacto na execucao de AVDs e qualidade de vida. A maioria das
doencas neurodegenerativas que conduzem aos sintomas tipicos da deméncia
estdo associados a polimorfismos e muta¢des genéticas, somados a fatores de risco

ambientais (Holmes, 2008).

Segundo definicdo da APA (1994), veiculada na quarta edicdo do Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV), deméncia é uma sindrome
caracterizada pelo declinio progressivo e global das fungdes cognitivas, que inclui
comprometimento da memoria (capacidade prejudicada de aprender novas
informacdes ou recordar informacdes anteriormente aprendidas) e pelo menos uma
das seguintes alteracbes potenciais impactantes das atividades sociais e
ocupacionais do individuo: afasia (perturbacdo da linguagem); apraxia (capacidade
prejudicada de executar atividades motoras, apesar de um funcionamento motor
intacto); agnosia (incapacidade de reconhecer ou identificar objetos, apesar de um
funcionamento sensorial intacto); perturbacdo do funcionamento executivo (isto €,
planejamento, organizacdo, sequenciamento, abstracdo) (APA, 1994). De acordo
com atualizacfes publicadas no DSM-V (APA, 2013), o novo termo para referir-se a
deméncia é transtorno neurocognitivo maior, caracterizado pelo declinio em um ou
mais dominios cognitivos, ressaltando que tal declinio ndo deve ser apenas uma
sensacdo pessoal de perda de habilidades cognitivas, mas constituir perdas
observaveis por outros e atestaveis por uma avaliacdo cognitiva, como a realizacéo

de uma bateria de exames neuropsicoldgicos (APA, 2013).

A ocorréncia de deméncia estd associada ao envelhecimento, pois €
observado que a idade é um consistente fator de risco para o desenvolvimento de
sindromes demenciais e estas sdo importantes causas de incapacidade na

senescéncia (OMS, 2012). A DA constitui o tipo mais comum e estudado de
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deméncia, respondendo por cerca de 60-70% de todos os casos diagnosticados
(Wortmann, 2012). Outros tipos comuns de deméncia, em ordem decrescente de
frequéncia no segmento populacional acima de 65 anos, incluem: a deméncia
vascular, deméncia mista, deméncia com corpos de Lewy, deméncia frontotemporal

e deméncia associada a doenca de Parkinson (OMS, 2012).

Nos ultimos anos, muitos estudos tém sido desenvolvidos visando identificar
fatores de suscetibilidade as deméncias e alguns fatores genéticos e ambientais tem
se destacado. Alguns fatores ambientais de risco sdo passiveis de modificacbes que
incluem: o controle de comorbidades como diabetes mellitus e hipertensdo, a
manutencdo de um estilo de vida saudavel e de niveis adequados de colesterol
sérico, 0 aumento da escolaridade e a prevencao de acidentes vasculares cerebrais
(AVCs) e traumas cranianos (Patterson et al., 2007; Chen, Lin e Chen, 2009). Alguns
fatores ambientais sdo, entretanto, ndo modificaveis e incluem idade e sexo, sendo
gue alguns estudos indicam maior nimero de DA entre mulheres (Chen, Lin e Chen,
2009). Entre os fatores de risco genéticos, o polimorfismo no gene da ApoE foi
identificado como mais relevante no contexto de deméncias de inicio tardio e
verificou-se que a presenca do alelo €4 predispde a ocorréncia de DA em diferentes
populacdes (Corder et al., 1993; Roses, 1996; Hendrie et al., 2014).

Apesar dos avancgos, 0s mecanismos patologicos das sindromes demenciais
nao estdo completamente elucidados e € requerido conhecimento adicional para o
desenvolvimento de terapias modificadoras do curso destas doencas e
aprimoramento das estratégias de manejo. Uma linha importante de investigacédo € a
relacdo da inflamacdo e seus mediadores na neurodegeneracdo. Um estado
proinflamatério crénico, com exacerbacdo da producdo de citocinas inflamatorias,
sdo achados comuns nestes contextos patolégicos (Amor et al., 2010; Smith et al.,
2012). No entanto, permanecem controvérsias acerca desta relacdo, uma vez que 0
processo inflamatério pode configurar como causa, consequéncia, fator redutor ou

acentuador do dano tecidual observado nas deméncias.
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2.5 Testes para avaliacao funcional e cognitiva

Diversas ferramentas clinicas estdo disponiveis hoje para a avaliacdo do
desempenho cognitivo e funcional dos pacientes. No acompanhamento de idosos,
estes testes, principalmente sob forma de questionarios ou comandos simples do
ponto de vista executivo, fornecem valiosas informagbes ou indicios acerca do
envelhecimento bem-sucedido ou declinio de suas faculdades. Segundo
recomendacdo da APA (APA, 2013), o diagnéstico de deméncia ou transtorno
neurocognitivo maior depende da verificacdo do declinio em dominios cognitivos por
meio de uma bateria de exames neuropsicolégicos. Embora ndo haja padréo-ouro
neste sentido, testes de aplicacdo rapida e interpretacdo simples séo interessantes
no cuidado individual (Nitrini et al., 1994).

Na avaliacdo cognitiva, podem ser utilizadas as ferramentas do mini-exame
do estado mental (MEEM) (Brucki et al., 2003) e testes neuropsicolégicos simples,
gue em conjunto sdo denominados bateria breve de rastreio cognitivo (BBRC)
(Nitrini et al., 1994). O MEEM é um exame muito utilizado para triagem de deméncia
e comprometimento cognitivo e também € adequadamente aplicavel a estudos
epidemiologicos, podendo avaliar simultaneamente diferentes areas da cognicao
como linguagem, atencdo, memdria, orientacdo e habilidades construtivas e de
céalculo (Brucki et al., 2003; Bernard et al., 2010). Além de possibilitar o rastreio de
perdas cognitivas na clinica, o MEEM também permite o seguimento evolutivo de

doencas e 0 monitoramento de resposta terapéutica (Brucki et al., 2003).

Testes da BBRC podem avaliar diferentes habilidades cognitivas, como
memoria, linguagem e funcdes executivas (Nitrini et al., 1994). A BBRC se inicia com
um teste de memodria visual, que € aplicado em quatro fases. Na primeira, uma folha
de papel com 10 figuras (desenhos de objetos concretos) é apresentada ao
individuo e pede-se apenas que ele as nomeie. Em seguida a folha é retirada e é
solicitada a evocacdo das figuras (memodria incidental). A folha € apresentada
novamente por duas vezes, durante 30 segundos, seguida de duas evocacdes
imediatas (memoria imediata e aprendizado). Sdo entdo feitos dois outros testes,
fluéncia verbal semantica, em que o individuo é solicitado a dizer o maior nimero de
animais em um minuto, e o teste do desenho do reldgio, no qual ele deve desenhar

o mostrador de um reldgio e colocar os ponteiros marcando 2h45. Apds esta
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interferéncia mediada pela realizacdo dos dois testes (Qque demandam cerca de
cinco minutos), pede-se ao participante que evoque as figuras apresentadas
previamente (evocacéo tardia), seguida de uma tarefa de reconhecimento. Nitrini et
al. (1994) atestaram que estes testes apresentaram alta acuracia diagnostica em

uma amostra de idosos brasileiros.

A associacao dos dados obtidos pelo MEEM e dos testes da BBRC pode ser
utilizada para o calculo de um escore cognitivo global. Para eliminar o viés da
escolaridade sobre a performance cognitiva, deve-se proceder uma normalizagcéo
dos dados de acordo com quatro niveis de escolaridade formal (analfabetos, 1-3, 4-7
e >7 anos) por meio de valores médios e desvios-padrdo calculados para um grupo

controle.

Uma das ferramentas empregadas na avaliacédo funcional dos participantes &
0 questionario de atividades funcionais (QAF) ou questionario de Pfeffer (Pfeffer et
al., 1982).Trata-se de uma série de 10 perguntas objetivas, de rapida aplicacao,
direcionadas ao cuidador, cujo objetivo é avaliar a capacidade de executar AVDs
instrumentais, como manejar dinheiro ou tomar os remédios. A pontuacdo do QAF
varia de 0 a 30 pontos, sendo que 0 aumento do escore esta associado a maior nivel
de dependéncia (Pfeffer et al., 1982).

A selecdo de testes para avaliacao funcional e cognitiva no presente estudo
baseou-se em recomendacdes do Departamento Cientifico de Neurologia Cognitiva
e do Envelhecimento da Academia Brasileira de Neurologia para diagndstico de DA
(Nitrini et al., 2005) além de considerar possibilidades de normalizacdo por

escolaridade e aplicacdo em populacéo de baixa escolaridade.

2.6 Sistema imune e SNC

As acdes dos sistemas nervoso e imune sao fundamentais a manutencao da
homeostase e acreditava-se que a interacdo entre eles era limitada pela presenca
da barreira hematoencefalica (Marin e Kipnis, 2013). Entretanto, atualmente
conhece-se que mecanismos de imunidade inata e adquirida sdo fundamentais no
desenvolvimento e fisiologia cerebral (Filiano, Gadani e Kipnis; Schwartz e Kipnis,

2011) e participam dos complexos, e ainda nédo completamente elucidados,
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processos cognitivos (McAfoose e Baune, 2009). A demonstracdo de uma intima e
reciproca conexao modulatdria entre os sistemas nervoso e imune (Filiano, Gadani e
Kipnis; 2014), principalmente a partir da primeira década do século XXI, representa
uma importante revolucao conceitual (Schwartz e Kipnis, 2011).

7

Mais de metade do volume cerebral é ocupada por astrécitos,
oligodendrocitos e microglia, tipos celulares diferentes dos neurdnios que em
conjunto sdo denominados glia (Barres, 2008). Astrécitos e oligodendrdcitos
compartilham uma origem neuroepitelial com os neurbnios, enquanto a micréglia
consiste em células semelhantes a macrofagos residentes no SNC e tém, portanto,
origem e fun¢des associadaas ao sistema imune (Franklin e Bussey, 2013). A glia é
essencial a manutencdo e sobrevivéncia neuronal, e mais recentemente tem se
demonstrado que estes tipos celulares influenciam diretamente a formacéao,
manutencdo e plasticidade sinaptica, interferindo na funcdo neuronal (Eroglu e
Barres, 2010; Pfrieger, 2010). O envolvimento das células gliais na cogni¢cdo podem
ser exemplificadas pelo fato de que na escala evolutiva o aumento do tamanho
cerebral, associado a maior potencial cognitivo, relaciona-se principalmente com o

aumento de células da glia (Franklin e Bussey, 2013).

A influéncia mais clara do sistema imune na atividade e fisiologia cerebral se
da via microglia. Tradicionalmente associada a resposta contra injuria cerebral
devido a sua aptiddo em realizar fagocitose e produzir mediadores inflamatorios, a
microglia €, além disso, um elemento modulador do funcionamento neuronal e da
formacdo e manutencdo de sinapses (Wake et al., 2013). Quando inativa, a
microglia assume um fendtipo ramificado e quando ativada por estimulos como
infeccbes, trauma e doencas neurodegenerativas, passa a exibir uma forma
ameboide fagocitica com aumento da producédo de citocinas e capacidade movel
(Helmut et al., 2011). Nos ultimos anos, tem se demonstrado que mesmo células
microgliais inativas sdo fundamentais na manutencao dos circuitos neurais (Figura 2)
(Wake et al., 2013) e estdo constantemente sondando o microambiente cerebral e
0S contatos sinapticos, atuando na remodulacdo através da remocdo de células
danificadas e de sinapses ndo funcionais (Kettenmann, Kirchhoff e Verkhratsky,
2013; Wake et al., 2013). Células microgliais exibem, portanto, capacidade de
integrar-se a atividade neural e este contato pode envolver neurotransmissores,

neuropeptideos e neuromoduladores, ja que a microglia apresenta grande variedade
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de receptores para estas substancias (Kettenmann et al., 2011; Kettenmann,
Kirchhoff e Verkhratsky, 2013). Além da microglia, astrocitos e neurbnios podem
produzir citocinas e possuem receptores para tais mediadores imunolégicos (Arisi,
2014), reforcando reciproca interacdo entre os sistemas nervoso e imunoldégico.

A equilibrada relacdo entre cérebro e sistema imune, observada em
condicdes fisiologicas, depende de complexas e delicadas interacfes entre
neurbnios e células do sistema imune inato e periférico, particularmente micréglia,
linfécitos T e macréfagos (Yirmiya e Goshen, 2011). Estas interacdes envolvem a
resposta de células da glia a neurotransmissores classicos (como glutamato e
monoaminas), hormdénios (como glicocorticoides) e também a secrecdo de niveis
basais de citocinas, que exercem funcdes em neurdnios e também em células gliais
(Yirmiya e Goshen, 2011).

Figura 2 — Funcdes fisiologicas da micréglia na manuteng&o de circuitos neurais.

(@) Desenvolvimento neural

Regulacdode apoptose InteragOes sinapticas

Vigilancia
Remodulagao
Fagocitose
Plasticidade sindptica

(b)
Doengas neuroldgicas e

psiquiatricas
Sindrome de Rett
Transtorno obsessivo-compulsivo

Microglia
ramificada

Neurogénese em adultos
Fagocitose

Fonte: Adaptado de Wake et al., 2013. Em verde, micréglia; azul, neurdnio; amarelo, célulada
linhagem neural; rosa, sinapses em dendritos; cinza, microglia ndo funcional. (a) Regulagcéo da
apoptose durante o desenvolvimento (b) Regulacdo da neurogénese incluindo a fagocitose de

células recém geradas (c) Vigilancia, monitoramento remodulacédo através de fagocitose para

manutencdo da homeostase sinaptica (d) Disfunc¢do microglial pode estar associada ao
desenvolvimento de doencas neuroldgicas e psiquiatricas.
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A microglia é capaz de responder e propagar sinais inflamatorios oriundos da
periferia (Norden e Godbout, 2013). A producédo de interleucina 4 (IL-4), e
possivelmente de outros mediadores inflamatérios por células T periféricas, modula
a funcdo e ativacdo de células do sistema imune inato no SNC e parece ser
importante durante a execucdo de atividades cognitivas (Marin e Kipnis, 2013;
Filiano, Gadani e Kipnis, 2014). Esta modulacdo pode, por exemplo, impedir o
desencadeamento de processo inflamatério durante o estresse ocasionado por
atividades cerebrais de aprendizado (Marin e Kipnis, 2013).

Alteracbes na producdo de citocinas sado observadas no envelhecimento
normal e ha uma tendéncia ao desenvolvimento de um estado proinflamatério
(Michaud et al., 2013). Durante o envelhecimento observa-se que a microglia
desenvolve um fendtipo mais inflamatério, com maior expressdo de citocinas
proinflamatérias,de receptores do MHC (major histocompatibility complex) de classe
Il e reduzida resposta a acdo de citocinas anti-inflamatérias (Norden e Godbout,
2013). Considera-se que a micréglia com este novo fenotipo esteja sensibilizada ou
reativa (Norden e Godbout, 2013). Estas alteracdes no sistema imune residente
podem influenciar as funcdes cerebrais e é possivel que exercam influéncia sobre a
cognicao, funcionalidade e comportamento em idosos saudaveis. Um aumento de
atividade inflamatoria central no envelhecimento esta associado a déficits de
coordenacdo motora, cognicdo e plasticidade neural (Norden e Godbout, 2013).
Embora o conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos ainda seja limitado,
algumas observacfes indicam a existéncia de efetiva influéncia da microglia

sensibilizada em caracteristicas observaveis na senescéncia (Figura 3).

Em contextos neurodegenerativos, como ocorre em algumas formas de
deméncia, ha aumento expressivo da producdo de citocinas e a instalagcdo de um
processo inflamatério crénico no SNC, com um franco desequilibrio entre a interacao
sistema imune e cérebro. Especula-se que mudancas na microglia devido ao
envelhecimento sejam elementos chave no processo neurogenerativo (Luo, Ding e
Chen, 2010). Adicionalmente, a influéncia de citocinas, principalmente
proinflamatérias, em processos de neurodegeneracédo tem sido descrita (Smith et al.,
2012).
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Figura 3 - Influéncia da micréglia no cérebro de adultos e idosos.
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2.7 Inflamacao e neurodegeneracao

O termo neurodegeneracao representa um lento e progressivo processo de
disfuncdo e perda axonal e neural que instala-se no SNC em resposta a variados
fatores desencadeantes, como quadros demenciais, traumas, infeccdes e esclerose
multipla (Amor et al., 2010). Apesar da diversidade de doencas que cursam com
neurodegeneracédo, € observada a instalacdo de um processo inflamatério crénico
como fator comum, que envolve, sobretudo, a micrdglia e o recrutamento de
linfocitos T (Amor et al., 2010). Entender o papel da inflamacdo na
neurodegeneracdo constitui, porém, um desafio, pois observa-se que em contextos
patolégicos a ativacdo do sistema imune pode exercer tanto acdes benéficas,
necessarias a neuroregeneracdo, quanto maleficios ao parénquima cerebral,
acentuando a neurodegeneracdo (Tony, 2006; Amor et al., 2010). Citocinas
produzidas pela micréglia ativada exibem, por exemplo, acfes neuropaticas e

neuroprotetivas (Galimberti e Scarpini, 2011).
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A maior parte do conhecimento sobre inflamacdo e neurodegeneracéo no
contexto das deméncias deriva-se de estudos sobre a DA, a mais prevalente e
estudada forma de deméncia. Microscopicamente, a DA caracteriza-se pela
formacdo de placas senis ou depdsitos amiloides extracelulares constituidos
principalmente pelo peptideo B-amiloide (BA) e pela presenca de emaranhados
neurofibrilares intracelulares formados pela proteina tau hiperfosforilada (Blennow,
De Leon e Zetterberg, 2006). Estes achados patolégicos localizam-se em areas
corticais e no lobo temporal medial e sdo acompanhados por neurodegeneracao de
neurdnios e sinapses (Blennow, De Leon e Zetterberg, 2006).

Neurdnios danificados, depdsitos amiloides e emaranhados neurofibrilares
séo claros estimulos inflamatorios e é observado no decorrer da DA uma crescente
exacerbacdo de ativacdo microglial e producdo de mediadores como citocinas,
guimiocinas, proteinas de fase aguda, além de intensificacdo da ativacéo do sistema
do complemento (Akiyama et al.,, 2000; Wyss-Coray, 2006). A hipotese de
desencadeamento inflamatério pela anormal deposi¢cdo amiloide em individuos com
DA tem sido apontada como ponto chave na etiologia desta deméncia, a medida que
maximiza a toxicidade e a deposicdo de BA e pode acentuar a formacdo de
emaranhados da proteina tau em neurénios vulneraveis (Mcgeer e Mcgeer, 2013).
Particular atencdo tem sido dada as citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-q,
produzidas em larga escala pela microglia ativada e cuja abundancia esta envolvida
em mecanismos que conduzem a morte neuronal (Smith et al., 2012). Outra
evidéncia importante do envolvimento inflamac&o e deméncia reside na observacgao
de que individuos com DA apresentam niveis mais elevados de citocinas
proinflamatérias no soro, embora haja controvérsia a respeito da consisténcia destes
dados com niveis liquéricos dos mesmos marcadores (Swardfager et al., 2010). Este
aumento do estado proinflamatério pode influenciar negativamente a atividade
cognitiva e contribuir para a fragilidade e dependéncia entre idosos (Gahtan e
Overmier, 1999; Michaud et al., 2013).

O estudo da inflamacé&o na patologia da DA remonta desde a década de 1980
(Rogers et al., 1996) e, apesar dos avancos, muito permanece por ser esclarecido,
pois ainda ndo h& definicdo na consideracdo da inflamacdo como causa, fator
contribuinte ou achado secundario na DA (Wyss-Coray e Rogers, 2012). Neste

periodo de 30 anos de pesquisa, 0 papel dual dos mecanismos inflamatdrios em
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neurodegeneracéo e neuroprotecao tem demonstrado ser uma constante evidéncia
(Figura 4). Se por um lado a ativagdo microglial com produgcéo macica de citocinas
proinflamatdrias catalisa o dano oxidativo e a morte neuronal (Smith et al., 2012), por
outro a inflamacao € necessaria, sobretudo em suas fases finais, para remoc¢édo de
debris e restos apoptéticos para o retorno a homeostase (Hjorth, Zhu e Schultzberg,
2014).

Figura 4 — Mecanismos inflamat6rios envolvidos na acentuagdo ou prevencéo da
neurodegeneracdao.
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Duas recentes e interessantes hipoteses apontam para a existéncia de um
desequilibrio da resposta inflamatéria em individuos com DA, associado a
cronificacdo e exacerbada polarizagédo proinflamatéria. A primeira delas propde que
haja uma deficiéncia na producéo e sinalizagcdo da citocina anti-inflamatéria TGF-B1
no cérebro de individuos com DA (Caraci et al., 2012). TGF-B1 possui propriedades
neuroprotetoras e neurotroficas, atuando em processos de neurogénese,
diferenciacao de células progenitoras neurais em neurénios funcionais, na limitacéo
da neuroinflamacdo e reducdo da toxicidade amiloide (Caraci et al., 2011,
Rodriguez-Martinez e Velasco, 2012; Martinez-Canabal, 2015). A segunda sugere
gue em individuos com DA haja um comprometimento da fase final da inflamacéo,
fundamental ao retorno homeostatico, denominada resolucédo da inflamacdo. Wang
et al. (2015) evidenciaram pela primeira vez a presenca de mediadores pro-
resolutivos especializados (SPMs) e receptores para tais substancias no cérebro
humano, indicando a existéncia de um processo de resolucao inflamatéria central
semelhante ao que ocorre na periferia. Estes mesmos autores descreveram reducao
dos niveis do SPM lipoxina A4 (LXA4) no liquido cefalorraquidiano e hipocampo de
individuos com DA e demonstraram que as concentracdes de LXA, correlacionava-
se com a pontuacdo MEEM dos pacientes (Wang et al., 2015). Sendo assim, ndo a
contencédo da inflamacéo, mas o estimulo a fase final de resolucéo poderia constituir
uma nova abordagem terapéutica na DA (Hjorth, Zhu e Schultzberg, 2014). Em
adicdo, Zhu et al. (2015) descreveram que o peptideo BA induz ou a reducdo da
producdo de agentes pro-resolutivos pela microglia ou ndo estimula o aumento da
secrecdo destes mediadores, o que ndo € observado quando estas células sao
desafiadas por lipopolissacarideo bacteriano, que conduz ao aumento da expressao

de pro-resolvinas (Zhu et al., 2015).

2.8 Citocinas e polimorfismos

Citocinas sdo uma classe de pequenos peptideos pleiotrépicos expressos em
niveis basais em contextos fisioldégicos, mas que podem ser induzidos rapidamente
em resposta a injuria de natureza variada, funcionando como efetores e

sinalizadores imunes (Gahtan e Overmier, 1999). De acordo com suas acodes
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imunologicas as citocinas sdo classificadas como anti-inflamatorias ou

proinflamatdrias.

Com o advento das pesquisas na area de neuroimunidade, tem sido aceito
que citocinas expressas em baixos niveis no SNC (Arisi, 2014) participam da
fisiologia cerebral, influindo em processos cognitivos por atuar a nivel molecular na
neurogénese, neuromodulacédo e plasticidade singptica (McAfoose e Baune, 2009;
Yirmiya e Goshen, 2011).

As evidéncias mais consolidadas da atuacdo de citocinas na cognicao
referem-se as citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-1 e IL-6 (McAfoose e Baune,
2009). Como mediadores imunologicos, as citocinas também influenciam o curso de
processos patolégicos cerebrais e sua producdo nestes contextos pode aumentar
milhares de vezes (Arisi, 2014). E importante ressaltar, portanto, que desequilibrios
observados na producdo e sinalizacdo de citocinas no SNC nao se restringem
apenas a disturbios imunologicos, mas também envolvem perturbac¢des nas funcdes
cerebrais fisiologicamente influenciadas por estes mediadores (McAfoose e Baune,
2009).

Polimorfismos de base uUnica ou Single nucleotide polymorphisms (SNPs)
consistem na substituicdo de uma Unica base nitrogenada na sequéncia de DNA,
permitindo assim a existéncia de duas ou mais formas alélicas de um mesmo gene.
Tais variacdes séo os tipos mais comuns de polimorfismos, mais frequentes do que
mutacdes, e estima-se que ocorra um SNP a cada mil bases do total de trés bilhdes
gue compdem o genoma humano (Read, Brenner e Miller, 2001; Twyman e Squire,
2009). Os SNPs podem influenciar a expressao génica e acredita-se que exercam

influéncia sobre muitas doencas humanas (Read, Brenner e Miller, 2001).

SNPs em genes de citocinas podem localizar-se na regido promotora ou no
interior do gene, em éxons ou introns, interferindo na atividade transcricional ou no
processamento do produto proteico gerado. Devido as evidéncias associativas entre
mecanismos inflamatorios e fisiopatologia do SNC, muitos estudos tém sido
desenvolvidos visando investigar a associacdo de SNPs em genes de citocinas e
transtornos como a deméncia. Com relacédo as sindromes demenciais, a maioria dos
estudos possui delineamento caso-controle e dedica-se ao estudo da DA, sendo que

para os polimorfismos mais estudados ja estdo disponiveis metandlises e revisbes
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sistematicas (Araria-Goumidi et al., 2002; Arosio et al., 2004; Di Bona et al., 2009; Di
Bona et al.,, 2012; Payao et al., 2012; Chang et al.,, 2013; Hua et al.,, 2013).
Entretanto, as conclusdes destes estudos permanecem contraditdrias e até hoje ndo
se conseguiu demonstrar uma associacao robusta entre os SNP em genes de
citocinas e a DA, como a que se demonstrou para os polimorfismos no gene da
ApoE, o mais consolidado fator de risco genético para DA de inicio tardio em
populacdes etnicamente distintas (Corder et al., 1993; Roses, 1996; Hendrie et al.,
2014). Entretanto, Licastro et al. (2007) propuseram a integracédo de informacdes
genéticas de expressdo de citocinas acessadas por SNPs com aquela oriunda da
genotipagem do gene da ApoE e demonstraram que, em conjunto, variaveis
genéticas associadas a alta expressdo de fatores proinflamatérios constituem um
fator de risco para ocorréncia de DA, mesmo em idade inferior a 65 anos e de forma

independente da presenca do alelo de risco €4 de ApoE (Licastro et al., 2007).

No presente trabalho, cinco citocinas serdo estudadas, sendo duas anti-
inflamatorias (TGF-B1 e IL-10) e trés proinflamatérias (TNF-a, IL-6, INF-y). No total,
oito SNPs serdo estudados, sendo: TNF-a -308 G>A (rs1800629); TGF-B1 codon +
10 C>T (rs1800470) e TGF-B1 codon + 25 G>C ( rs1800471); IL-10 -1082 A>G
(rs1800896), IL-10 -819 C>T (rs1800871) e IL-10 -592 (rs1800872); IL-6 -174 G>C
(rs1800795) e INF-y +874 T>A (rs2430561).

Evidéncias de envolvimento de SNPs em genes de citocinas com declinio
cognitivo e funcional em idosos sdo escassas e, para algumas das variantes
abordadas neste trabalho, em especial na populacdo brasileira, inexistentes na

literatura, o que justifica o presente trabalho.
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3 JUSTIFICATIVA

CCND e deméncia sdo condi¢des clinicas comuns em idosos, que exercem
grandes impactos individuais e coletivos devido a sua natureza muitas vezes

progressiva e incapacitante.
Considerando que:

1. Vivemos atualmente uma transformac¢éo demografica mundial que conduz
ao envelhecimento populacional, inclusive de forma acelerada em paises em

desenvolvimento, como o Brasil;

2. Os referidos transtornos cognitivos ainda sdo pouco esclarecidos do ponto
de vista de etiologia;

3. Existem poucos estudos realizados no Brasil que visam estudar a influéncia
de polimorfismos em genes de citocinas sobre os eventos envelhecimento cerebral

saudavel, CCND e deméncia;

4. Nao é conhecido o efeito de polimorfismos em genes de citocinas sobre a

cognicao e funcionalidade de idosos brasileiros;

5. Os recursos diagnésticos para identificacdo precoce de CCND e deméncia

ainda sao limitados e necessitam de melhorias; e

6. Os recursos terapéuticos para tratamento destas alteracfes cognitivas
ainda sdo de natureza sintomatica e nem sempre eficazes; justifica-se e faz-se
necessario elucidar e compreender 0s mecanismos envolvidos e fatores
predisponentes destas desordens neurodegenerativas. Estudar as variaveis
genéticas envolvidas e seu impacto na ocorréncia e caracterizacdo cognitiva de
individuos com CCND e deméncia é importante para subsidiar acdes que melhorem

0 manejo destas condicdes.

Este trabalho visa investigar caracteristicas genéticas presentes na
ocorréncia do CCND e da deméncia, através do estudo de polimorfismos em genes
de citocinas. Além disso, € objetivo deste trabalho relacionar os dados genéticos
obtidos com o desempenho cognitivo e funcional dos idosos avaliados. A motivacao
para a realizacdo desta pesquisa € prover maior conhecimento acerca da

associacao da inflamacao e os desfechos envelhecimento cerebral saudavel, CCND
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e deméncia, em uma populagdo de idosos brasileiros. E esperado que as
conclusbes geradas a partir deste estudo possibilitem algum avanco na
compreensao de CCND e deméncia, e que possam auxiliar no desenvolvimento de

novas solu¢des diagnosticas e terapéuticas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a associagao entre polimorfismos em genes de citocinas (IL-6, IL-10,
INF-y, TGF- B1 e TNF-a) e a ocorréncia de CCND e deméncia, além de relacionar
estes dados genéticos com variaveis cognitivas e funcionais de forma transversal e

prospectiva em uma coorte de idosos muito idosos.

4.2 Objetivos especificos

e Genotipagem de polimorfismos em genes de citocinas (IL-6, IL-10, INF-y,
TGF-B1 e TNF-a) em trés grupos de idosos, sendo o Grupo 1 formado por
idosos saudaveis, o Grupo 2 por idosos com CCND e o Grupo 3 por idosos

com deméncia.

e Comparar a frequéncia dos polimorfismos estudados entre 0s grupos

estudados.

e Avaliar a associacdo dos polimorfismos e haplétipos com o desempenho
funcional e cognitivo dos participantes, avaliados de modo transversal por

meio de testes adequados realizados no momento da coleta.

e Avaliar a associacdo dos polimorfismos e haplotipos com o desfecho de
desempenho funcional e cognitivo dos participantes, avaliados por meio de
testes adequados, de modo prospectivo utilizando dados obtidos um ano

apos a coleta.

e Avaliar, por meio de um modelo multivariado, as variaveis
independentemente associadas ao CCND e a deméncia e ao desempenho

cognitivo e funcional dos participantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Capitulo 1
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Abstract

Background: Several cytokines are involved in brain pathological processes such as
dementia and cognitive impairment no dementia (CIND). Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) influence the expression of these inflammatory mediators and
therefore may be related to the occurrence of pathological brain aging, leading to
CIND and dementia. Methods: This case-control study investigated the frequency of
cytokine genes polymorphisms (TNF-a -308G>A, TGF-B1 codon +10 C>T, TGF-B1
codon +25 G>C, IL-10 -1082 A>G, IL-10 -819 C>T, IL-10 -592 C>A, IL-6 -174 G>C
and INF-y +874T>A) and its association with the cognitive and functional
performance of patients, evaluated respectively by the Brief Cognitive Screening
Battery (BCSB) and Functional Activities Questionnaire (FAQ). The study enrolled a
total of 259 Brazilian subjects comprising 81 classified as CIND and 54 demented
elderly aged 75+ years, and 124 age and gender-matched cognitively healthy
controls. Results: The CC genotype of TGF-B1 codon +25 G>C, leading to lower
gene expression, was frequent in both patients’ groups. The TT genotype of INF-y
+874T>A was less frequent in dementia group. IL-10 haplotypes of lower expression
were more frequent among patients. Genetic variants of higher expression of TGF-
B1, INF-y and IL-10 showed better performance in the BCSB. In patients’ group, the
presence of A allele of INF-y +874T>A associated with lower expression was related
to worse FAQ scores, while the presence of A allele of TNF-a -308G>A with lower
expression was associated to better BCSB and FAQ scores. Conclusion: Our
findings suggest a potential role of certain cytokine genes polymorphisms in the
development of CIND and dementia, which may influence the functional and

cognitive performances of these patients.

Key words: Cytokines, polymorphisms, neuroinflammation, elderly, dementia
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1. Introduction

Healthy brain aging is characterized by preservation of multiple cognitive
abilities required to maintain an independent life. Cognitive impairment no-
dementia (CIND), a transitional phase between normal cognitive function and
dementia (Albert e Blacker, 2006), consists in a decline in cognitive domains
higher than expected for age and education level, but without impact on activities
of daily living (Gauthier et al., 2006). Dementia refers to a clinical syndrome
characterized by cognitive impairment severely enough to interfere with functional
independence (WHO,2012; Holmes, 2008). Alzheimer disease (AD) accounts for
60-70% of all cases of dementia (WHO,2012).

Neuroinflammation involving manly activated microglia is a common finding
in degenerative diseases of the brain (Gahtan e Overmier, 1999; Amor et al.,
2010; Fan et al., 2014), although their mechanisms and consequences are still not
completely understood. In fact, the neuroinflammatory process in CIND and
dementia is highly complex, because cytokines and other inflammatory mediators
usually exert a dual role of neurodegeneration and neuroprotection (Galimberti e
Scarpini, 2011; Smith et al., 2012). Important to note that some cytokines also
participate of brain physiological functions (McAfoose e Baune, 2009) and disturbs
in the production of these mediators can affect this equilibrium, regardless of
immunoregulatory properties of each cytokine (Schroeter e Jander, 2005). Several
studies have suggested the existence of a decline in immune response in patients
with severe AD (Hua et al., 2013; Baune et al., 2008). In addition, cytokines may
intervene in cognitive processes by influencing neuronal plasticity, and the
unbalanced release of cytokines in pathological contexts may be related to
cognitive and functional impairment (McAfoose e Baune, 2009; Marin e Kipnis,
2013; Donzis e Tronson, 2014).

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) may alter the cytokine gene
expression. Many studies testing the hypothesis of involvement of polymorphisms
in dementia, manly in AD disease, have been developed. However, the
conclusions remain controversial, as demonstrated by some systematic reviews
(Di Bona et al., 2009; Di Bona et al., 2012; Chang et al., 2013; Hua et al., 2013).
Indeed, only few studies evaluating the influence of SNPs in cytokine genes on

cognitive and functional abilities of healthy oldest-old or CIND/dementia patients
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have been conducted (Murphy et al., 2001; Baune et al., 2008; Krabbe et al.,
20009).

Within this context, our study aims to investigate the SNPs of anti-
inflammatory and proinflammatory cytokine genes (TNF-a, IL6, IL10, IFN-y, and
TGF-B1) and its association with the cognitive and functional performance of
patients with CIND or dementia, in a Brazilian population-based sample of
individuals aged 75+ years.

2. Material and Methods

2.1 Study design

This case-control study is derived from a Brazilian population-based
investigation on brain aging among elderly individuals (The Pieta study), conducted
in Caeté (Minas Gerais state), Brazil. Methods and baseline characteristics of the
participants were previously published in detail in 2011 (Caramelli et al., 2011). At the
beginning of Pieta study, 639 elderly people aged 75+ years were recruited and
underwent clinical, neurological, psychiatric and functional assessments. For the
present study, results from the following tests and scales were considered: a Brief
Cognitive Screening Battery (BCSB), consisting of the Mini-Mental State Examination
(MMSE), animal category fluency test (CFT), picture drawings memory test (PDMT)
and Functional Activities Questionnaire (FAQ). Peripheral blood samples were
collected for genetic analyzes. All participants or their legal representatives signed
the written informed consent and the study protocol was approved by the Ethics

Committee of the Federal University of Minas Gerais.
2.2 Diagnostic procedures

The presence of cognitive and functional impairment was defined by a
consensus discussion between clinical investigators, taking into account all available
information and based on specific norms. Education-adjusted cut-offs for the MMSE
were defined as the 25™ percentile values from a previous Brazilian study on
dementia (Herrera Jr et al., 2002). In relation to BCSB tests, educational level was
also considered, in accordance with previous studies using these same tests

(Takada et al., 2006; Caramelli et al., 2007). Diagnosis of dementia was based on
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the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 3th edition [DSM-III]
(APA,1987). CIND diagnosis was defined by standard criteria (Graham et al., 1997),
based on the presence of cognitive impairment without significant functional loss (i.e.,
FAQ score < 5) (Teng et al., 2010).

2.3 Subjects

Overall, 259 individuals provided blood samples for the present study. They
were distributed into three groups according to their cognitive status, as follows:
cognitively healthy subjects or controls (n=124), individuals with CIND (n=81) and
dementia (n=54).The group of demented patients was heterogeneous, including

individuals with Alzheimer disease, vascular and mixed dementia.

2.4 Data collection

Clinical and characteristic data were acquired through medical records.
Gender, age, body mass index (BMI), educational level, presence of
Apolipoprotein E gene (APOE) €4 allele and performance in MMSE and FAQ were
used to characterize the sample. Cognitive tests extracted from the BCSB and the
results of FAQ were utilized to evaluate the influence of cytokine genes
polymorphisms on the cognitive and functional status of patients with CIND and

dementia.

2.5 Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples collected in
EDTA. The molecular analyses using specific primers were performed using the
multiplex PCR System kit (Cytokine genotyping Tray - One Lambda®), followed by
agarose gel electrophoresis. The cytokine genes polymorphisms evaluated were -
308 G>A (rs1800629) for TNF-a; -174 G>C (rs1800795) for IL6; -1082A>G
(rs1800896), -819C>T (rs1800871), -592C>A (rs1800872) for IL10; +874T>A
(rs2430561) for IFN-y; and 10 C>T (rs1800470), 25 G>C (rs1800471) for TGF-1
(Table 1S — Supplementary data).
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2.6 Statistical Analysis

To eliminate the interference of educational level on cognitive performance of
participants, the results obtained with the BCSB were transformed in a Z score,
according to four levels of formal educational attainment (illiterate, 1-3, 4-7, > 7
years), obtained from mean and standard deviation values from the whole sample of
Pieta study controls. This strategy also allowed the calculation of a global cognitive
score (GCS) of each subject, by summing the normalized results from the MMSE,
CFT, and both the learning and delayed recall tasks from the PDMT. Since all
participants were submitted to such tests, these measures were the main cognitive
outcomes of the Pieta study.

Categorical variables were compared by x2 test followed by residual test.
Continuous variables were tested for normality by the Shapiro-Wilk test. Student's T-
test was used to compare two groups of parametric variables and ANOVA/LSD post
hoc test to compare three groups. The Mann-Whitney test was used to compare two
groups of nonparametric variables and the Kruskal-Wallis test to compare three
groups followed by Bonferroni correction. The level of statistical significance was
considered at p<0.05. Statistical analyses were performed with SPSS v.17.0

(Chicago, IL) software.

3 Results
3.1 Baseline analyses

The basic characteristics of each group are shown in Table 1. Women
comprised about 60% of the individuals considering the three groups. No significant
difference was observed between the groups regarding gender (p = 0.710), BMI (p =
0.126) and educational level (p= 0.286), although the group of dementia presented a
slightly higher percentage of people with lower years of schooling (< 4 years).
However, a significant difference between the groups in relation to age (p <0.001)
was found. Controls were younger than CIND and dementia patients (p = 0.027 and
p <0.001, respectively). The median age of CIND patients was also lower compared

to dementia subjects (p=0.023).
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As expected, significant differences in cognitive scores were observed
between groups (Table 1 and Table 3S- supplementary data). A similar result was
observed for the functional, wherein dementia group showed higher FAQ scores
(p<0.001).

The presence of the APOE ¢4 allele was also considered. As expected, the
frequency of the €4 allele among demented individuals was higher than in
cognitively healthy individuals (46.8% versus 22.0%, p=0.005). No difference in this
allele frequency was observed between CIND and dementia and between control
and CIND groups. Subjects with €2e4 genotype were excluded, since it is assumed

that the allele €2 balances the harmful effects of £4.

3.2 Cytokine genes polymorphisms and haplotypes distribution

Comparative data on allelic, genotypic and haplotypic frequencies among
the groups are shown in Table 2. At first, the three groups were compared with
each other. Subsequently, CIND and dementia groups were pooled and compared
to the control group. No difference in allelic frequencies was observed among the
groups for any polymorphism. By other hand, TGFB1 +25G>C polymorphism
showed different genotypic distribution among the groups. The TGFB1 +25G>C
showed different genotypic distribution between the groups. The genotype GG M
was more frequent and the CC"®" genotype was less frequent among controls in
comparison with CIND patients (p=0.033) but this finding was not independent of
ApoE €4 status. Comparing both patient groups (CIND + dementia) with controls
the GG""®" genotype was more frequent and the CC®" genotype was less
frequent in the latter group (p=0.018) regardless APOE ¢4 status.

The polymorphism INF-y +874T>A also showed differences in genotypic
distribution among groups. Genotype TT""" was less frequent in the dementia

group when compared to other two groups while the TAMemediae

was less frequent
in CIND group in comparison with control and dementia groups (p=0.044).
However, the genotypic comparison between controls and patients (CIND +
dementia) was not significant (p=0.520).

We considered simultaneously the polymorphisms in IL-10 genes by

haplotypes analyses. The haplotypes were classified according to the level of
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expression of each cytokine (Table 2S - supplementary data). Comparing healthy
subjects with patients, we found that carriers of IL-10 haplotypes associated with

lower expression were more frequent in patients group (p=0.035).
3.3 Polymorphisms and cognitive performance of patients

The values for cognitive performance of patients assessed by BCSB and
normalized in Z scores are shown in Table 3S (supplementary data).

In patients (CIND + dementia), two polymorphisms were associated with
cognitive tests (Figure 2). TGF-B1 +10 C>T was related to the performance in
PDMT delayed recall (p=0.032). Subjects with TT** genotype showed worse
values than those with TC (p=0.017) and CC"9"®" (p=0.018). Carriers of at least
one T allele scored less points in this test (p=0.03). The same polymorphism
was associated to CFT performance (p=0.022), with individuals presenting TT'""
genotypes showing significant lower mean scores than those homozygous to
chaher allele (p=0.006). Similarly, the presence of at least one T"°“*" allele was
associated with worse performance (p=0.024). INF-y +874T>A was associated
with both MMSE (p=0.038) and GCS performances (p=0.014). When considering
only the presence of the A" allele, individuals with TT""*" genotype showed
better performance than TA and AA subjects in both MMSE (p=0.041) and GCS
(p=0.022).

In the CIND group (Figure 2), carriers of A" allele of TNF-a -308G>A
scored better in both CFT (p=0.010) and GCS (p=0.019) than those without this
allele.

In the dementia group (Figure 3), TGF-B1 +10 C>T was related to
performance in all cognitive tests studied. Carriers of C""*" allele obtained better
scores than individuals with TT"""
recall (p=0.011) tasks from the PDMT, MMSE (p=0.030), CFT (p=0.001) and CGS
(p=0.005). IL-10 -1082 A>G was related to all cognitive tests and carriers of the
G"9"" allele had better performance in MMSE (p=0.039), PDMT learning
(p=0.007), PDMT delayed recall (p=0.019), CFT (p=0.019) and in GCS (p=0.01).
The polymorphisms IL-10 -819 C>T and IL-10 -592 C>A were related to MMSE

lower
T

genotype in learning (p=0.008) and delayed

lower
A

and GCS, wherein carriers of and alleles, respectively, showed worse

performance than non-carriers in MMSE (p=0.019) and GCS (p=0.025). In relation
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to the IL-10 haplotypes, individuals with higher or intermediate expression of IL-10
had better performance in MMSE (p=0.039), CFT (0.019), PDMT learning
(p=0.004), PDMT delayed recall (p=0.013) and GCS (p=0.001) than carriers of
haplotypes associated to lower expression of this anti-inflammatory cytokine.

3.4 Polymorphisms and functional performance of patients

With respect to association between the cytokine genes polymorphisms and
haplotypes, and the functional performance of patients (CIND+dementia)
evaluated by FAQ (Figure 4), only INF-y +874T>A was significantly associated,
with carriers of the A" allele showing more functional impairment than non-
carriers (p=0.037). In CIND patients, TNF-a -308 G>A was associated with FAQ
score (Figure 4), whose individuals with GG""" genotype showed worse
performance than AA™® subjects (p=0.012, data not shown) and carriers of at
least one A" allele demonstrated less functional impairment than non-carriers
(p=0.013). No cytokine gene polymorphism or haplotype interfered in functional

performance in the dementia group (p>0.05).

4 Discussion

Here we demonstrated association between TGF-B1 codon +25 G>C, INF-y
+874 T>A and IL-10 haplotypes, and occurrence of CIND/dementia. We also
verified influence of TGF-1 +10 C>T, INF-y +874T>A, IL-10 -1082A>G, IL-10 -
819C>T, IL-10 -592C>A, IL-10 haplotypes and TNF-a-308G>A on cognitive
performance of patients. In respect to functional performance, only INF-y
+874T>A and TNF-a -308G>A were associated.

In this study, there was no difference relative to low educational level
among the groups, although poor education has previously been implicated as a
risk factor for the occurrence of dementia (Chen, Lin e Chen, 2009; Beydoun et
al., 2014). This finding reflects the similar cultural and social contexts verified in
Caeté, Minas Gerais, Brazil. We observed that demented individuals showed
higher median age and frequency of APOE €4 allele, confirming the influence of
these already known risk factors to dementia (Corder et al., 1993; Chen, Lin e

Chen, 2009). Differences found between the controls and patients in relation to
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cognitive and functional performance are consistent with the knowledge of
progressive cognitive and functional impairment in CIND and dementia (Giebel et
al., 2014; Schmitter-Edgecombe e Parsey, 2014).

Although some studies have not showed relationship between the
polymorphisms in TGF-B1 gene and AD (Rodriguez-Rodriguez et al., 2007,
Shawkatova et al., 2010; Cousin et al., 2011),we found that the 25 codon CC*'
genotype was associated with patients group (p=0.018), regardless ApoE ¢4
status. Important to note that when the patients’ group were analyzed separately
this association was not independent of ApoE €4 status, which was not observed
for the other polymorphisms, and this may be due to a linkage imbalance
between the two genes present both on chromosome 19. In 2005, Dickson et al.
(40) described the possibility of polymorphisms in TGF-B1 have a modifier effect
on ApoE ¢4 risk and therefore we consider relevant to better investigate this
influence. TGF-B1 is a pleiotropic cytokine that exhibit anti-inflammatory
properties (Lawrence, 1996). This cytokine also displays functions in brain tissue
and has been described as a neurotrophic and neuroprotective factor (Henrich-
Noack, Prehn e Krieglstein, 1994; Martinez-Canabal, 2015) involved in
neurogenesis and brain development (Henrich-Noack, Prehn e Krieglstein, 1994;
Rodriguez-Martinez e Velasco, 2012), protection against neuronal degeneration
(Henrich-Noack, Prehn e Krieglstein, 1994; Ma et al., 2008) and attenuation of
neuroinflammation occasioned by peptide ABi.42 enhancing their uptake by
microglia(Shen et al.,, 2014). Furthermore, it has recently been described a
dysfunction in TGF-B1 production and signaling in AD individuals (Caraci et al.,
2011; Caraci et al., 2012). All these evidences are consistent with our findings of
association between TGF- B1 25 codon CC'"®" genotype and patients group
(Table 2) and better cognitive performance of patients carriers of TGF- 1 10
codon C"9"" allele in comparison with non carriers (Figure 1). To the best of our
knowledge, there is no report associating TGF- 1 SNPs and cognitive
performance of patients with CIND or dementia.

We found that TT"9"®" genotype of INF-y +874T>A was less frequent in
dementia group (p=0.044) but this finding was not independent of ApoE ¢4
status, probably due to small sample size. Among patients (CIND + dementia),
and carriers of this genotype showed better cognitive performance (Figure 1).

Although some studies investigating the involvement of INF-y gene
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polymorphisms in dementia contexts have not found positive results (Scola et al.,
2003; Galimberti et al., 2004; Licastro et al., 2004; Oda et al., 2004; Juhasz et al.,
2009; Feher et al., 2010; Shawkatova et al., 2010) our finding is in accordance
with that recently reported by Charfeddine et al. (Charfeddine et al., 2014)
describing association between AA“®" genotype and AD occurrence
(Charfeddine et al., 2014). INF-y is a very important pro-inflammatory cytokine
produced manly by lymphocytes (Schroder et al., 2004). In CNS, INF-y has been
involved in both neurodegeneration and neuroprotection (Schroeter e Jander,
2005). Recently, Liu et al. demonstrated that T cells and their derived cytokines
including INF-y promote regeneration of progenitor neuronal cells in
hippocampus of mice challenged with peptide AB;-42(Liu et al., 2014). Baron et al.
also described that INF-y enhances neurogenesis in brain of animal models of
AD and improves their spatial learning and memory performance (Baron et al.,
2008). Furthermore, Jabbari et al. (Jabbari Azad et al., 2014) recently described
that INF-y levels in AD patients were inversely correlated with Clinical Dementia
Rating (CDR) score and that increased levels of INF-y were associated with
better performance of AD patients in MMSE, corroborating with our findings
(Jabbari Azad et al., 2014).

IL-10 is a potent anti-inflammatory cytokine crucial for regulation and
resolution of inflammatory responses (Moore et al., 2001). In CNS, IL-10 reduces
microglia activation by proinflammatory cytokines and promotes neuronal survival
(Strle et al., 2001; Xie et al., 2014). Regarding polymorphisms in IL-10 gene, the
G allele of -1082 A>G, C allele of -819 C>T and -592 C>A polymorphisms are
related to higher expression of IL-10 (Turner et al., 1997). Although it was not
found association for one polymorphism separately, we observed that IL-10
haplotypes associated with lower expression (see S2 Table) were more frequent
in the patient group (p=0.035) regardless ApoE €4 status. In dementia group,
individuals with genetic information in IL-10 SNPs associated with lower
expression who showed significant worse performance than those carriers of
alleles of higher expression (Figure 3). Some studies have suggested that SNPs
in IL-10 gene are associated with AD (Lio et al., 2003; Arosio et al., 2004; Ma et
al., 2005; Bagnoli et al., 2007; Combarros et al., 2008; Vural et al., 2009) and
others could not found any association (Depboylu et al., 2003; Culpan et al.,
2006; Giedraitis et al., 2009; Cousin et al., 2011). Supporting our finding, Di Bona
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et al. (2012), concluded that the haplotype -1082G/-819C/-592C, associated with
higher expression of IL-10, is associated to lower risk to develop AD (Di Bona et
al., 2012) and Lio et al.(Lio et al., 2003) described that the haplotype -1082A/-
819T/-592A associated to lower expression of IL-10 may be considered an
independent risk factor to AD (Lio et al.,, 2003). Krabbe et al. (2009) also
demonstrated that 1L-10-592 CC"9"® genotype was related to better verbal
performance at the age of 80.

In CIND group the A allele of TNF-a -308G>A was associated with
better performance both cognitive and functional. TNF-a is a proinflammatory
cytokine produced manly by activated macrophages, T and NK lymphocytes and
its plasma elevation is a characteristic of chronic inflammation(Rink e Delves,
1998). In neurodegenerative diseases is observed an upregulation of TNF-a and
other proinflammatory cytokines that is associated with apoptosis activation,
excitotoxicity, cytotoxicity and neuronal death (Smith et al., 2012). Medeiros et
al.(2010) demonstrated the relationship between TNF-a and synaptic loss with
subsequent cognitive decline through the injection of ABi.40 in mice brain, in a
pathway that include cyclooxygenase-2 upregulation.

This study presents some limitations such as the absence of plasma levels
of the studied cytokines and the small sample size. Further studies involving
more subjects should be conducted to confirm the involvement of SNPs on
occurrence of CIND and dementia and in cognitive and functional performance in
these pathological contexts.

We demonstrated the association of TGF-f1 codon + 25G>C, INF-y
+874T>A and IL-10 haplotypes with CIND and dementia in a sample of Brazilian
aged 75+. Furthermore, we observed that SNPs in TGF-f31, IL-10, INF- y and TNF-
a genes might influence the cognitive and functional performance of both CIND and
dementia patients. Finally, cytokine genetic variants seem influence the occurrence
of both CIND and dementia as well the cognitive and functional impairment of

patients.

The data analyzed together are consistent with the idea that a
proinflammatory profile is more common in individuals with a history of dementia
states, while an anti-inflammatory profile would be associated with a better

performance from the points of cognitive and functional view. Given the frequency
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of certain polymorphisms of proinflammatory cytokines in the population, the
combined influence of proinflammatory genotypes may result in a susceptibility
profile increasing the chance of developing dementia.
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Figure 1: Cognitive performance of patients group (CIND+dementia) and polymorphisms in

cytokine genes.
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Figure 2: Cognitive performance of CIND group and polymorphisms in cytokine genes.
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Figure 3: Cognitive performance of dementia group and polymorphisms or haplotypes in

cytokine genes.
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Figure 4: Functional evaluation and polymorphisms in patients and CIND groups.
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Table 1: Baseline characteristics of participants.

63

Control CIND Dementia

Variable (n=124) (n=81) (n=54) p Value

Men/Women 51/73 (41/59%) 30/51(37/63%) 19/35(35/65%) p=0.710

Age, years 78.0 (5.0) 80.0 (6.0) 82.5 (8.0) p<0.001*

p*=0.027

p°<0.001 p°=
0.023

BMI (Kg/m?) 26.0 (6.0) 24.3 (6.0) 25.0 (6.0) p=0.126

€4 carriers 26** (22%) 18 (24.7%) 22*** (46.8%) p=0.005*

<4 years of 83 (66.9%) 49 (60.5%) 39 (73.6%) p=0.286
schooling

MMSE (points) 24.0 (5.0) 21.0 (8.0) 15.0 (5.0) p<0.001*

p?,p®,p°<0.001

FAQ (points) 0.0 (1.0) 0.0 (3.0) 13.0 (15.0) p<0.001*

p°=0.002

p°<0.001

p°<0.001

* Statistical difference p<0.05. p® Controls x CIND p° Controls x Dementia p° CIND x Dementia.
Variables: showed in absolute number (n) and frequency (%) or median (IQ). Significance
verified by x° test or Kruskal-Wallis followed by Bonferroni correction. ** less frequent; ***

more frequent.



Table 2: Distribution of genotypic and allelic frequencies in controls, CIND and dementia

groups.
P . Control CIND Dementia  CIND + p? value
olymorphisms . b
Dementia p~ value
(n=124) (n=81) (n=54) (n=135)
Genotypes
GG 91 (73.4) 48(59.3) 36(66.7) 84(62.2) p°=0.328
GA 27(21.8) 26(32.1) 14(25.9) 40(29.6) p°=0.149
TNF-a -308G>A
AA 6 (4.8) 7(8.6) 4(7.4) 11(8.1)
(rs1800629)
Alleles
G 209(84.3) 122(75.3) 86(79.6) 208(77.0) p®=0.607
A 39(15.7) 40 (24.7) 22(20.4) 62(23.0) p°=0.453
Genotypes
cC 22(17.7) 16(19.8) 5(9.3) 21(15.6) p®=0.470
CT 65(52.4) 45(55.6) 34(63.0) 79(58.5) p°=0.614
TGF-B1 +10 C>T
GF-p oc T 37(29.8) 20(24.7) 15(27.8) 35(25.9)
(rs1800470)
Alleles
C 109(44.0) 77(47.5) 44(40.7) 121(44.8) p®=0.723
T 139 (56.0) 85 (52.5) 64(59.3) 149(55.2) p°=1.000
Genotypes
GG 117(94.4)** 66(81.5)*  48(88.9) 114(84.4)* p®=0.033
ae 6(4.8) 8(9.9) 4(7.4) 12(8.9) p°=0.018
TGF-B1 +25 G>C
cc 1(0.8)* 7(8.6)** 2(3.7) 9(6.7)**
(rs1800471)
Alleles
G 240(96.8) 140(86.4) 100(92.6) 240(88.9) p®=0.202
C 8(3.2) 22(13.6) 8(7.4) 30(11.1) p°=0.269
Genotypes
AA 40(32.3) 37(45.7) 24(44.4) 61(45.2) p®=0.155
AG 61(49.2) 37(45.7) 22(40.7) 59(43.7) p°=0.060
IL-10 -1082A>G
GG 23(18.5) 7(8.6) 8(14.8) 15(11.1)
(rs1800896)
Alleles
A 141(56.9) 111(68.5) 70(64.8) 181(67.0) p®=0.450
G 107(43.1) 51(31.5) 38(35.2) 89(33.0) p°=0.303
IL-10 -819C>T Genotypes
(rs1800871) cc 60(48.4) 33(40.7) 30(55.6) 63(46.7) p®=0.436
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CcT 56(45.2) 41(50.6) 19(35.2) 60(44.4) p®=0.762
T 8(6.5) 7(8.6) 5(9.3) 12(8.9)
Alleles
c 176(71.0) 107(66.1) 79(73.2) 186(68.9) p*=0.658
T 72(29.0) 55(33.9) 29(26.8) 84(31.1) p®=0.827
Genotypes
cC 60(48.4) 33(40.7) 30(55.6) 63(46.7) p*=0.436
CA 56(45.2) 41(50.6) 19(35.2) 60(44.4) p°=0.762
IL-10 -592C>A
AA 8(6.5) 7(8.6) 5(9.3) 12(8.9)
(rs1800872)
Alleles
c 176(71.0) 107(66.1) 79(73.2) 186(68.9) p®=0.658
A 72(29.0) 55(33.9) 29(26.8) 84(31.1) p°=0.827
Genotypes
GG 59(55.1) 40(59.7) 28(51.9) 68(56.2) p®=0.407
GC 22(20.6) 16(23.9) 9(16.7) 25(20.7) p°=0.978
IL-6 -174G>C"
cC 26(24.3) 11(16.4) 17(31.5) 28(23.1)
(rs1800795)
Alleles
G 140(65.4)  96(71.6) 65(60.2) 161(66.5) p®=0.448
C 74(34.6) 38(28.4) 43(39.8) 81(33.5) p°=1.000
Genotypes
T 19(15.3) 17(21.0) 3(5.6)* 20(14.8) p®=0.044
TA 61(49.2) 28(34.4)*  30(55.6) 58(43.0) p°=0.520
INF-y +874T>A
AA 44(35.5) 36(44.4) 21(38.9) 57(42.2)
(rs2430561)
Alleles
T 99(39.9) 62(38.3) 36(33.3) 98(36.3) p®=0.819
A 149(60.1) 100(61.7) 72(66.7) 172(63.7) p°=0.837
Expression
level of IL-10
High 23(18.5) 7(8.6) 8(14.8) 15(11.1) p®=0.102
IL-10 . 63(50.9) 37(45.7) 22(40.7) 59(43.7) p°=0.035
haplotype Intermediate
Low 38(30.6)* 37(45.7) 24(44.4) 61(45.2)**

*p<0.05 was considered statistically significant. p?= (Control x CIND x Dementia). p°= (Control x
CIND+Dementia). Significance verified by x° test. Significance by residual test: * less frequent;
* more frequent.

! The sample size for IL-6 -174G/C analyze was: Control (n=107), CIND (n=67), Dementia (n=54).

Supplementary data
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Table 1S: Details of polymorphisms in the gene of the studied cytokines.

Allele associated with

Gene Chromosome SNP Position in Ancestral Minor higher gene
position gene allele allele expression
Promoter
TNF-a 6p21.3 rs1800629 -308 G A G (Helmig et al., 2011)
Promoter
IL-6 7p21 rs1800795 -174 G C G (Totaro et al., 2013)
Intron 1
INF-y 12914 rs2430561 +874 T A T (Pravica et al., 2000)
Exon 1
rs1800470 +869 C T C (Susianti et al.,2014)
TGF-B1 19913.1 Exon 1
rs1800471 +915 G C G (Guo, Binswanger e
Knoflach, 2002)
Promoter
rs1800896 -1082 A G G (Turner et al., 1997)
Promoter
IL-10 1932 rs1800871 -819 C T C (Turner et al., 1997)
Promoter
rs1800872 -592 C A C (Turner et al., 1997)

Table 2S: Details of haplotypes in the gene of the studied cytokine (IL-10).

Haplotype Phenotype of expression Nucleotide Sequence
High GCCI/GCC
IL-10 (Turner et al., 1997)
-1082 A>G/ -819 C>T/ -592 C>A GCC/ACC
Intermediate GCC/ATA
(Turner et al., 1997)
ACC/ACC
Low ACC/ATA
(Turner et al., 1997) ATA/ATA
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Table 3S: Cognitive evaluation results for CIND, dementia and patients as a whole
(CIND+dementia) groups.
Cognitive CIND Dementia Patients p value
evaluation (n=81) (n=54) (n=135)
test
MMSE @ -1.380 (2.222)  -3.666 (2.857)  -2.280 (2.887) p<0.001*
CFT® -0.917 £1.383 -2.925 £3.624 -1.273 £1.115 p<0.001*
PDMT learning®  -1.133 (2.068) -1.915 (0.976)  -1.710 (2.308) p<0.001*
PDMT recall -1.562 (1.720) -2.812 (3.020) -1.666 (1.875) p<0.001*
delay ®
Cognitive global ~ -4.653 (4.271)  -10.669 (10.044)  -6.091 (6.722) p<0.001*

score ?

* Statistical difference p<0.05. p = CIND x Dementia. Variables  showed in median (IQ).

Variable °: showed in mean + SD. Significance verified by Mann-Whitney test or T-student test.
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5.2 Capitulo 2
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Cognitive impairment no dementia (CIND) is a clinical state characterized by
measurable impairment in cognitive domains, higher than expected for age and
educational level, but not severe enough to compromise functional performance in
activities of daily living (ADLs) (Gauthier et al., 2006; Langa e Levine, 2014).
Frequently defined as a transition phase between healthy aging and dementia, CIND

is, however, a complex entity that can evolve to different outcomes.

In population-based settings, and especially in oldest-old individuals, where
multiple factors and pathological findings contribute to brain disorder (Boyle et al.,
2013), CIND may be a valuable concept, in opposition to mild cognitive impairment,
which loosely predicts the pathological background that underpins cognitive deficits
in the elderly (Schneider et al., 2009). Although subjects with CIND can display
increased risk of dementia conversion (Vega e Newhouse, 2014), some individuals
may remain stable or even show remission of CIND state (Manly et al., 2008). The
pathophysiological mechanisms that mediate the transition between CIND and
dementia still remain poorly understood. Since inflammation is implicated in several
neurodegenerative disorders, irrespective of the specific pathological background
(Amor et al., 2014), it seems reasonable to investigate inflammatory pathways and its

influence in CIND outcomes.

Interleukin-6 (IL-6) is a pleiotropic proinflammatory cytokine, which has been
considered the major cytokine in central nervous system (Erta, Quintana e Hidalgo,
2012). It participates in several brain processes, such as neurogenesis, synaptic
plasticity, and inflammatory and neurotrophic pathways (Mcafoose e Baune, 2009;
Spooren et al., 2011; Erta, Quintana e Hidalgo, 2012). Imbalances between IL-6
concentrations in serum and cerebrospinal fluid are observed in CIND and dementia
(Magaki et al., 2007; Schuitemaker et al., 2009). The increase of IL-6 production has
been associated with disease progression and severity of symptoms in Alzheimer’s

disease (Kalman et al., 1997; Brosseron et al., 2014).

The polymorphism -174 G>C (rs1800795) in IL-6 gene may affect its
expression. The C allele is associated with increased transcriptional activity and
higher IL-6 serum levels compared with G allele (Bruunsgaard et al., 2004; Boiardi et
al., 2006; Totaro et al., 2013). In this study we evaluated the influence of this

polymorphism on short-term global cognitive decline in a sample of Brazilian oldest-
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old categorized as CIND. To the best of our knowledge, this is the first study to

address this issue.

This prospective investigation was done with a subset of participants from the
Pieta Study, a Brazilian population-based study on brain aging in subjects aged 75+
years. Diagnostic criteria, methods and baseline characteristics were previous
reported (Caramelli et al., 2011). The cognitive performance of 27 oldest-old
individuals with CIND [median age (IQ)= 78 (7) years] was evaluated with brief
cognitive tests, consisting of the Mini-Mental State Examination (MMSE), animal
category fluency test (CF) and picture drawings memory test (PDMT) with learning
and delayed recall tasks. These measures were obtained twice over one-year time
window between them. The obtained results were normalized according to
educational attainment as Z-scores. All the results from the cognitive tests were used
to calculate a composite cognitive measurement, the global cognitive score (GCS).
Afterwards the participants were categorized into two distinct groups: those with
short-term decline in GCS and those demonstrating short-term stability or
improvement (non decliners). Genotyping of the SNP IL-6 -174G>C was made using
genomic DNA extracted from peripheral blood samples collected in EDTA and the kit
Cytokine Genotyping Tray'™ (OneLambda). Genotyping data according to GCS

outcomes are shown in Table 1.

We observed on follow-up that 51.8% of CIND subjects evolved to decline in
GCS, while 48.2% remained stable or improved. CIND carriers of at least one C"9""
allele were more frequent in the group with short-term global cognitive decline
(p=0.012). These subjects showed a 3-fold higher risk of decline than individuals with
GG genotype (RR=3.095 Clgsy=1.087-8.812). This finding was independent of

gender, age and ApoE €4 carrier status in a logistic regression model (all p>0.05).

Our results indicate that even a heterozygous genetic predisposition to higher
production of IL-6 is an independent risk factor for cognitive decline among CIND
individuals. According to our findings, (Saykin et al., July,2005) showed that carriers
of CC""®" genotype for IL-6 -174 G>C, among elderly with cognitive impairment,
exhibited the most pronounced gray matter reduction in medial temporal lobe, mainly
in left hippocampus. Economos et al. (Economos et al., 2013) demonstrated that
increased serum levels of IL-6 were associated with cognitive decline in a cohort of

elderly participants with diverse ethnical backgrounds. In addition, Zhao et al.
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(Zhaoet al., 2012) observed a weak but significant association between higher serum
levels of IL-6 and worse cognitive performance in a group of Chinese individuals with

amnestic mild cognitive impairment.

In addition to the proposed role of IL-6 in cognitive processes, there is a
growing body of evidence pointing to the involvement of this cytokine in age-
associated functional performance. Palta et al. (Palta et al., 2014) observed that
higher serum levels of IL-6 were a risk factor for a faster decline in psychomotor
speed in a cohort of aged women. IL-6 serum concentrations were also associated
with a slower gait speed in a community-based cohort of older adults, and predicted
risk of gait speed decline (Verghese et al., 2011). In a community-based cohort of
older women, Ferrucci et al. (Ferrucci et al., 2002) have proposed that physical
disability associated with higher levels of IL-6 were mediated by muscle strength
decline. More recently, Adriansen et al. (Adriaensen et al., 2014) studied global
functional decline in a population-based cohort of Belgium oldest-old using an
extensive panel of inflammatory markers. According to their findings, IL-6 was the
only inflammatory marker with an independent association with functional decline, in

a dose-dependent manner.

Event thought there are conflicting results regarding the role of IL-6 levels and
age-associated cognitive and functional performance (Ozturk et al., 2007; Karim et
al.,, 2014), our findings stand in accordance with a growing set of studies that

reinforce the association between this cytokine and age-related outcomes.

Some methodological limitations are found in this study, such as the absence
of IL-6 levels data and the small sample size. However, we could not find another
study similar to ours that approached the influence of IL-6 -174 G>C on cognitive
decline in CIND. Therefore we considered this investigation an initial study that

indicates the need for further research in this direction.
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Table 1 - Short-term cognitive outcome in CIND participants according to
IL-6 174 G>C genotype

SNP IL-6 Decliners Non-decliners
-174 G>C (n=14) (n=13) p-value*
GG, n (%) 4 (28.6) 10 (71.4)
0.012
C carriers, n(%) 10 (71.4) 3(23.1)

* X test

72
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The concept of healthy aging is associated with maintenance of an
independent life in the elderly, despite the physiological limitations of aging. This
independence includes autonomy in daily-life activities and personal care, together
with social insertion and preservation of a current sense of purpose(Desai,
Grossberg e Chibnall, 2010; Park e Yeo, 2013). Therefore, maintaining cognitive and
functional abilities is a key point for healthy aging and good quality of life. The
epidemiological situation of world population aging (WHO, 2011) demonstrates a
clear need of a better understanding related to the process of preservation of both
cognitive and functional performance, focusing mainly on genetic and environmental

factors related to this condition.

Cytokines have been implicated in brain physiology, playing roles in synaptic
plasticity, neurogenesis and neuromodulation, besides acting on cholinergic and
dopaminergic pathways, and influencing cognitive complex processes such as
memory and learning(Wilson, Finch e Cohen, 2002; Mcafoose e Baune, 2009).
Changes in cytokine production are a common finding in aging and a tendency of
overexpression of proinflammatory mediators is observed(Michaud et al., 2013).
These alterations probably exert influence on cognitive and functional abilities in

elderly people, although this issue still remains poorly understand.

TGF-B1 is an important multifunctional anti-inflammatory cytokine that displays
immunomodulatory activities and regulates cell proliferation, growth and
differentiation (Kajdaniuk et al., 2013). Recently, TGF-B1 was described as a
neurotrophic and neuroprotective factor (Martinez-Canabal, 2015) involved in
process of neurogenesis, brain development, differentiation of adult neural
progenitors into functional neurons and in neuroinflammatory process (Rodriguez-

Martinez e Velasco, 2012).

Single nucleotide gene polymorphism (SNPs) in TGF-B1 gene determinates
different levels of expression of this cytokine. TGF-B1 codon 10 T>C (rs1800470 or
T869C) polymorphism determinates the change (Leu - Prol) in codon 10 of the
gene. The C allele is associated with higher expression of TGF-B1 in comparisonto T
allele because the replacement of leucine to proline in signal peptide of TGF-B1
probably increases the cytokine production (Yamada et al., 1998; Suthanthiran et al.,
2000; Wood et al., 2000; Dunning et al., 2003; Susianti et al., 2014). .
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This prospective investigation is derived from the Pieta Study, a Brazilian
population-based study on brain aging in subjects aged 75+ years. Baseline
characteristics of sample, diagnostic criteria and methods were described
elsewhere(Caramelli et al., 2011). The functional performance of 49 subjects [median
age (IQ)= 78 (5) years] was assessed by the Functional Activities Questionnaire
(FAQ) (Pfeffer et al., 1982). The cognitive evaluation of 57 elderly [median age (IQ)=
78 (5) years] was evaluated through brief cognitive tests, consisting of the Mini-
Mental State Examination (MMSE), animal category fluency test (CF) and picture
drawings memory test (PDMT) with learning and delayed recall phases. All cognitive
tests were administered twice, with a one-year interval, and were normalized by
schooling level. Z scores derived from the cognitive tests were used to calculate a
global cognitive score (GCS). The subjects were then categorized in two distinct
groups: decliners, those who showed short-term cognitive and functional decline; and
non decliners, those who demonstrated short-term stability or even improvement in

cognitive and functional abilities on follow-up evaluation.

The main results for functional and cognitive evaluations are shown in Tables
1 and 2. We found that carriers of T°"*" allele showed significant short-term decline in
functional performance, while individuals with CC"9"®" genotype of TGF-B1 codon 10
T>C remain stable or showed improvement (RR=1.535, Clgs0=1.094-2.155;
p=0.017). Consistent with this observation, the carriers of at least one T""" allele
also showed short-term decline in GCS, while non-carriers demonstrated stability or
improvement (RR=1.420, Clgs¢,=1.019-1.978; p=0.029). Logistic regression analysis
confirmed that these findings were independent from age, sex and presence of ApoE
€4 allele (all p>0.05).

Ours findings indicate that the genetic variant TGF-g1 codon 10 T>C may
exert a negative impact on functional and cognitive performance in normal aging.
Hence, the lower production of TGF-B1 could predict a longitudinal functional and

cognitive decline.

The impairment in TGF-B1 signaling in subjects with Alzheimer disease,
characterized by reduction of its plasma levels and decreased expression of the

TGF-B1 receptor in neurons, has highlighted the importance of this mediator in brain
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physiology and cerebral functions preservation (Caraci et al., 2012; Bosco et al.,
2013).

Furthermore, there is evidence of the importance of TGF-B1 in periphery
musculoskeletal system, which could influence disability and functional features.

lower
T

Fuku et al. (Fuku et al., 2012)reported that carriers of the allele are more likely

to present sarcopenia, an important component of frailty and functional decline in

T'over allele

aging. Hussein et al. (Hussein et al., 2014) demonstrated that carriers of
show more susceptibility to develope rheumatoid arthritis, osteoporosis and bone
erosion. Indeed, Mori et al. (Mori et al., 2010)also observed the protective role of

C"9"" allele against vertebral facture prevalence in post-menopause women.

In conclusion, carriers of CC""® genotype showed prospective stability or
even improvement in cognition and functional abilities, suggesting an impact of TGF-
Bl polimorphism in healthy aging. Further studies on this topic are necessary,
including the elucidation of mechanisms of TGF-B1 interaction in central and
peripheral nervous systems in the aging context. Some methodological limitations
are present in this study, such as the TGF-B1 levels were not quantified and the
sample size was limited. However, to the best of our knowledge, this was the first
study evaluating the influence of the SNP TGF-B1 codon 10 T>C on cognition and
functional skills of healthy elderly in a longitudinal design. This finding highlights the
potential value of determining gene polymorphisms to tailor strategies for health-
related risk factor management in oldest-old individuals. Finally, our data reinforces
the importance of genetic studies as an auxiliary approach, seeking to better
understand the range of factors involved in cognitive and functional processes in later

life.



Table 1 - Short-term functional outcome in healthy oldest-old according to
TGF-B1 codon 10 T>C genotype

SNP TGF-1 Decliners Non-decliners
codon 10 T>C (n=20) (n=29) p-value*
CC,n (% 2 (10.0 12 (414
_( ) (10.0) (41.4) 0.017
T carriers, n(%) 18 (90.0) 17 (58.6)
*X test

Table 2 - Short-term cognitive outcome in healthy oldest-old according to

TGF-B1 codon 10 T>C genotype

SNP TGF-1 Decliners Non-decliners
codon 10 T>C (n=29) (n=28) p-value*
CC,n (% 4 (13.8 11 (39.3
'( ) (13.8) (39.3) 0.029
T carriers, n(%) 25 (86.2) 17 (60.7)

*X° test
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6 DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos no presente trabalho estdo resumidos na
Figura 5. Nossos achados apontam para a associacéo entre os SNPs TGF-B1 codon
+25 G>C, INF-y +874 T>A e os haplétipos de IL-10 e a ocorréncia de
CCND/deméncia. Evidenciou-se também que os SNPs TGF-1 codon +10 C>T, INF-
y +874 T>A, TNF-a -308 G>A, IL-10 -1082 A>G, -819C>T e -592 C>A e haploétipos
de IL-10 relacionaram-se ao desempenho cognitivo dos pacientes. Quanto ao
desempenho funcional, observou-se que TNF-a -308 G>A e INF-y +874 T>A foram
variantes associadas. Além disso, o SNP TGF-B1 codon +10 C>T relacionou-se ao
comprometimento cognitivo e funcional observado em idosos saudéaveis, enquanto
IL-6 -174G>C a reducédo da capacidade cognitiva em idosos com CCND, avaliados

em um periodo de um ano.

Nosso estudo demonstrou que polimorfismos ligados a expressdo aumentada
de citocinas pro-inflamatérias ou reduzida de citocinas anti-inflamatorias estéo
associados aos quadros de CCND e deméncia e, aléem disso, contribui para a
deterioracado de habilidades cognitivas e funcionais, em idosos saudaveis e doentes.
A Unica excecdo a esta regra diz respeito a citocina pro-inflamatoria INF-y, pois o
alelo T de INF-y +874 T>A, relacionado a mais elevados niveis desta citocina (Guo,
Binswanger e Knoflach, 2002), associou-se ao grupo controle e ao melhor
desempenho cognitivo entre os pacientes, enquanto o alelo A associou-se ao maior
comprometimento funcional no grupo de doentes. Isto ilustra a complexidade da
interacdo entre mecanismos imunes e o desempenho cognitivo, ja que as citocinas
podem exercer diretamente tanto acdes neuroprotetivas quanto neurodegenerativas,
gue algumas vezes suplantam suas propriedades imunorregulatérias (Schroeter e
Jander, 2005).

E interessante ressaltar que, com o envelhecimento, ha reducdo da
capacidade de producdo de INF-y pelos linfécitos natural killer, o que explica
parcialmente a maior suscetibilidade dos idosos as infeccdes, principalmente virais.
Ha também relatos de que niveis aumentos de INF-y ndo foram observados no
liquido cefalorraquidiano de individuos demenciados (Rota et al., 2006) e nem no

tecido cerebral de individuos com DA (Luterman et al., 2000), conforme esperado.
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Figura 5 — Resumo dos principais resultados.

TGF-B1 codon +25 GG mais frequente no grupo
controle

Genotipos

| |

y It Boorf
Distribuigio de gendtipos, alelos e INF-y +874 TT*"* menos frequente no grupo deméncia
haplétipos entre os grupos

Haplétipos de IL-10 associados a baixa expressdo mais

pealitines frequentes no grupo de pacientes (CCND + deméncia

—— |

Individuos com gendtipo TGF-B1 codon +10 TTPi*a @ Thaixa carreadores
apresentaram pior desempenho em testes cognitivos no grupo de pacientes
(CIND+deméncia) e no grupo deméncia

Individuos com o gendtipo INF-y +874 TT¥"2 apresentaram melhor
desempenho cognitivo no grupo de pacientes (CIND+deméncia)

Cognigcao

Individuos carreadores do alelo A"*@ de TNF-o -308 G>A apresentaram
melhor desempenho cognitivo do que individuos GG*'® no grupo CCND

Influéncia de polimorfismos e haplatipos
sobre a cognigdo e funcionalidade de modo
transversal

No grupo deméncia, individuos carreadores do alelo G de IL-10 -1082 A>G
apresentaram melhor desempenho cognitiva. Carreadores de T#x g Abdxa de |L-10
-819C>T and IL-10-592 C>A apresentaram pior desempenho. Individuos com
haplétipos de alta ou intermedidria expressao apresentaram melhor desempenho
do que aqueles com haplétipos de baixa expressao.

Individuos carreadores do alelo A"*@ |NF-y +874 T>A apresentaram maior
comprometimento funcional no grupo de pacientes ( CCND + deméncia)

Funcionalidade ‘

Individuos carreadores do alelo AP de TNF-a -308 G>A apresentaram
menor comprometimento funcional no grupo CCND

Carreadores do alelo T°** de TGF-B1 codon +10 C>T

apresentaram declinio cognitivo e funcional a curto prazo
B TGF-B1 codon +10 C>T no grupo de idosos saudaveis
Influéncia de polimorfismos e hapldtipos sobre a
cogni¢do e funcionalidade de modo longitudinal
(intervalo de um ano)
IL-6-174 G>C Carreadores do alelo €™ de IL-6-174 G>C apresentaram
declinio cognitivo a curto prazo no grupo CCND
It . N ~ A . bai . N . ~ ~A -
@1 alelo associado a alta expressdo génica. °®** alelo associado a baixa expresséo génica.

Recentemente, Flex et al. (Flex et al., 2014) descreveram que genétipos pro-
inflamatorios constituem fator de risco independente ao desenvolvimento de DA e
provavelmente atuam em sinergismo, com amplificacdo do risco em individuos que
carreiam maior niumero de alelos que conduzem ao perfil pro-inflamatério. De forma

analoga, Licastro et al. (Licastro et al., 2007)descreveram que, em conjunto, SNPs
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que conduzem a um perfil pré-inflamatério associam-se a ocorréncia de DA em
idade anterior aos 65 anos mesmo na auséncia do fator de risco ApoE €4. Estes
mesmos autores destacam que um perfil genético pré-inflamatério também pode
influenciar a rapidez do declinio cognitivo observado em pacientes com DA (Licastro
et al., 2007). Estes estudos corroboram com nossa observagédo de pior desempenho
cognitivo e funcional em idosos carreadores de alelos de alta expressao de citocinas

pro-inflamatdrias ou de baixa expressao de citocinas antiinflamatorias.

Outra evidéncia interessante e consistente com nossos resultados € a relacao
existente entre SNPs em genes de citocinas e longevidade. Sabe-se que individuos
geneticamente predispostos a maior producdo de IL-6 possuem menor chance de
atingir os extremos de idade da vida (Caruso et al., 2004). Hurme et al. (Hurme et al.,
2005) observaram,por exemplo, que em uma coorte de nonagenarios, a frequéncia
do alelo G™@ de IL-6 -174 G>C foi claramente mais elevada entre individuos
sobreviventes. Ja os individuos carreadores de alelos associados a uma maior
producdo da citocina antiinflamatoria IL-10 sdo mais frequentes entre centenarios
(Caruso et al., 2004). Em nosso estudo observamos relacao entre SNPs de IL-6 e IL-
10 e respectiva deterioracao e preservacao da capacidade cognitiva. Considerando
gue a longevidade estd associada a envelhecimento bem sucedido ou saudavel
(Shadyab e Lacroix, 2015), e isso pressupde a manutencédo do potencial cognitivo e
funcional, podemos identificar que variantes em genes de citocinas que conduzem a

amenizacao do perfil inflamatorio podem influenciar na maior expectativa de vida.

Citocinas pro-inflamatérias em niveis basais ou fisioldgicos estdo envolvidas
com a cognicdo. Embora o conhecimento atual acerca destes mecanismos seja
restrito, algumas evidéncias despontam, sobretudo relacionadas a memoria e
aprendizado (McAfoose e Baune, 2009). O TNF-a secretado por astrocitos em
condi¢cBes basais pode aumentar a forca singptica em neurdnios com prolongada
inatividade, ajudando na manutencdo das funcbes de memoéria e
aprendizado(Mcafoose e Baune, 2009). Recentemente, Naude et al.(Naude et al.,
2014) evidenciaram que camundongos deficientes para o receptor de TNF-a tipo Il
apresentam comprometimento no reconhecimento de objetos, déficits de memoéria
espacial, desempenho motor e intensificacdo do comportamento associado a
ansiedade. Similarmente, IL-6 em baixas concentragcdes subsidia processos de

neurogénese e plasticidade sinaptica, contribuindo com a fungéo cognitiva (Mcafoose
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e Baune, 2009). Entretanto, estas mesmas citocinas estdo associadas a
neurodegeneracao (Smith et al., 2012; Niranjan, 2013). Sendo assim, a influéncia de
citocinas sobre a cognicdo parece depender, portanto, de um equilibrio na producao
destes mediadores. Desta forma, os niveis das citocinas produzidas talvez seja um
dos grandes determinantes da neurotoxicidade, mas poucos estudos sao encontrados
atualmente associando polimorfismos em genes de citocinas e o desempenho
cognitivo. Baune et al. (Baune et al., 2008) demonstraram que carreadores do alelo
AP de TNF-a -308 G>A apresentam maior velocidade de processamento cognitivo
do que individuos com genétipo GG e individuos carreadores do alelo C**®de IL-6 -

174 G>C apresentam pior desempenho motor do que individuos GG**@,

Sabe-se que o0 envelhecimento normal caracteriza-se pelo aumento da
producéo de citocinas pro-inflamatérias e por uma reducéo paradoxal na eficiéncia de
processos como fagocitose (Panda et al., 2009). Isso contribui para a perda de
homeostase cérebro-imunidade e reconhece-se que um acréscimo, mesmo modesto
do perfil inflamatorio no SNC durante o envelhecimento fisioldgico, esta associado aos
déficits de coordenacédo motora, cognicéo e plasticidade sinaptica (Norden e Godbourt,
2013). Em contextos patologicos, por sua vez, o estabelecimento de uma inflamacao
cronica acentua tal desequilibrio e a quantidade de citocinas pro-inflamatorias
aumenta a ponto de induzir dano tissular e acentuar a neurodegeneracao (Arisi,
2014). Corroborando com estas evidéncias, nos verificamos no grupo deméncia que
individuos com alelos associados a maior producdo das citocinas anti-inflamatorias

TGF-B1 e IL-10 apresentaram melhor desempenho cognitivo.

A constatacdo de que individuos com CCND carreadores do alelo A°**@ de
TNF-a -308 G>A apresentaram melhor desempenho cognitivo e funcional do que
individuos com genétipo GG*? indica possivel associacdo desta citocina pro-
inflamatoria e CCND. O TNF-a é secretado pela microglia ativada e associa-se a
neurodegeneracdo e apoptose (Smith et al., 2012). Foi demonstrado em
camundongos e macacos que o TNF-a induz perda sinaptica e comprometimento de
memaria em resposta ao desafio com peptideo BA (Lourenco et al., 2013). (Buchhave
et al., 2010) também observaram que elevadas quantidades de receptores sollveis de
TNF (TNFR1 e TNFR2) presentes no liquor e soro de individuos com
comprometimento cognitivo leve constitui fator de risco para a conversdao para

deméncia e relataram que a sinalizagdo da via de tais receptores pode envolver-se
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com estagios iniciais de DA e deméncia vascular. Similarmente, observamos um
envolvimento prospectivo do alelo C*® do SNP IL-6 -174G>C, citocina pro-
inflamatéria e o declinio cognitivo observado no grupo CCND. Muitas evidéncias
apontam que niveis elevados de IL-6 relacionam-se a limitagbes cognitivas e
funcionais em idosos (Ferrucci et al., 2002; Verghese et al., 2011; Adriaensen et al.,
2014; Palta et al., 2014). A quantidade de IL-6 no parénquima cerebral esta elevada
em individuos com deméncia grave e relaciona-se com a quantidade de emaranhados
neurofibrilares presentes, indicando envolvimento desta citocina na progressao da

neurodegeneracdo (Luterman et al., 2000).

Os alelos G e T dos SNPs TGF-B1 codon +25 G>C e TGF-B1 codon +10 C>T,
associados a alta expressdo de TGF-B1, foram associados ao grupo controle e ao
melhor desempenho cognitivo e funcional entre idosos saudaveis e dementes. NoSsos
achados sao consistentes com trabalhos que reportam esta citocina como sendo um
agente neurotrofico e neuroprotetor associado a neurogénese (Henrich-Noack, Prehn
e Krieglstein, 1994; Caraci et al.,, 2011; Bosco et al., 2013; Martinez-Canabal,
2015),cuja producdo e sinalizacdo estdo comprometidas em individuos com DA
(Caraci et al., 2012). Luterman et al. (2000) descreveram que a quantidade de mRNA
de TGF-B1 mensurada no giro temporal superior do cérebro de individuos com DA foi
inversamente relacionada a quantidade de emaranhados neurofibrilares encontrados.
Diversas ac¢des associadas ao TGF-B1 no sentido da neuroprotecao ja foram descritas
e incluem: o estimulo ao clearance do peptideo BA (Tichauer e Von Bernhardi, 2012)
e amenizacdo da neuroinflamacdo desencadeada pela deposicdo de placas senis
(Shen et al., 2014); protecao contra neurodegeneracao, isquemia e excitotoxicidade in

vitro e in vivo (Henrich-Noack, Prehn e Krieglstein, 1994; Ma et al., 2008).

De maneira analoga, as variantes alélicas A, T e A dos SNPs IL-10 -1082
A>G, -819C>T e -592 C>A, respectivamente, relacionadas a baixa expressao de IL-
10, associaram-se ao grupo doente na analise haplotipica de distribuicdo, enquanto
os alelos G, C e C dos referidos polimorfismos associaram-se ao melhor desempenho
cognitivo no grupo deméncia. Estes achados reiteram dados que apontam a citocina
anti-inflamatéria IL-10 como fator neuroprotetor em condicfes patolégicas. Sabe-se
ainda que os niveis de IL-10 aumentam durante varias patologias no SNC,
promovendo a sobrevivéncia dos neurbnios e células gliais por bloqueio de citocinas

pré-apoptoticas e reducdo de sintese de mediadores pro-inflamatorios, supresséao de
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receptores de citocinas e a inibicio da sua ativacdo(Strle et al.,, 2001).
Recentemente,(Xie et al., 2014) descreveram que linfocitos T reguladores podem
controlar a neuroinflamacédo, evitando danos no tecido cerebral, por intermédio da
inibicdo da microglia pelalL-10. Além disso, corroborando com nossos resultados,
estudos sobre o envolvimento destes SNPs de IL-10 na deméncia indicam que 0s
alelos relacionados a alta expressao de IL-10 estdo associados ao baixo risco de
desenvolvimento de DA (Di Bona et al., 2012) e os associados a baixa expressdo

constituem fatores de risco independentes para esta deméncia (Lio et al., 2003).

A observacdo de que individuos carreadores do genétipo TT**® de INF-y +874
T>A foram associados ao grupo controle e melhor desempenho cognitivo e funcional
entre pacientes sugere que esta citocina pro-inflamatéria possa exibir funcdes
benéficas no SNC. Sabe-se que INF-y em pequenas quantidades é requerida no
processo de neurogénese e por isso possivelmente se envolva no desenvolvimento e
reparo do SNC (Kim et al., 2007). Em camundongos foi demonstrado que INF-y e
outras citocinas secretadas por linfocitos T promovem regeneracdo de células
progenitoras neurais no hipocampo em resposta a injuria com peptideo BA (Liu et al.,
2014). Baron (Baron et al., 2008) relataram que INF-y promove a neurogénese e
melhora na memoria e aprendizado espacial em camundongos modelos de DA.
Ainda, em consonancia com nossos achados, Jabbari et al. (Jabbari Azad et al., 2014)
recentemente descreveram que niveis de INF-y secretados por linfocitos T de
individuos com DA sao inversamente relacionados com a pontuacéo obtida no MEEM
e no Clinical Dementia Rating (CDR), uma ferramenta clinica que avalia
simultaneamente comprometimentos funcionais e cognitivos, permitindo o
estadiamento da sindrome demencial. Além disso, um estudo recente descreveu a
associacdo entre o gendétipo AA”®@ de INF-y +874 T>A e a ocorréncia de DA

(Charfeddine et al., 2014).

Por fim, embora nosso conhecimento sobre a interacdo entre os sistemas
nervoso e imune tenham avancado consideravelmente nas Ultimas décadas, ainda
sd0 necessarios muitos esclarecimentos acerca do papel da inflamacdo e de seus
mediadores na fisiopatologia de doencas cerebrais. Elucidar a maneira como
citocinas podem se envolver no envelhecimento bem sucedido e nas doencas
neurodegenerativas pode ajudar a preencher uma lacuna sobre a etiologia das

deméncias. Associado a isto, a possibilidade técnica atual de se determinar perfis
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genéticos de suscetibilidade ao declinio cognitivo e funcional pode ajudar a tragar
estratégias de manejo e controle de deméncias, condi¢cdes cuja prevaléncia e

incidéncia tendem ao aumento em todo mundo, inclusive no Brasil.

Embora nosso trabalho apresente limitacbes, como o reduzido tamanho
amostral, seus resultados s&o importantes para abrir novas perspectivas de melhor
compreensao dos mecanismos inflamatérios subjacentes a neurodegeneracéao,
podendo no futuro auxiliar na busca de terapias modificadoras do curso das

deméncias pela identificacdo de novos alvos terapéuticos.
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7 CONCLUSOES

Os polimorfismos nos genes das citocinas IL-6, IL-10, INF-y, TGF- 31 e TNF-a
estdo associados a ocorréncia de CCND e deméncia, e podem regular o declinio
cognitivo e funcional em idosos. Alta expressdao de TGF-B1, INF-y e IL-10
associaram-se ao envelhecimento saudavel. Baixa expressdo de TGF-B1 foi
associado ao pior desempenho cognitivo entre pacientes e a alta expressédo de
INF-y associou-se a melhor performance cognitiva e funcional entre doentes. No
grupo deméncia, alta expressao de IL-10 determinou melhor desempenho cognitivo.
No grupo CCND, menor expressao de TNF-a associou-se ao melhor desempenho
cognitivo e menor comprometimento funcional. O grupo CCND associou-se a alta
expressdo de IL-6,que determinou declinio cognitivo em curto prazo. Entre os
controles, menor expressdao de TGF-B1 associou-se a reducdo das habilidades

cognitivas e funcionais em um ano.
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8 PERSPECTIVAS

e Avaliar a expressao dos genes das citocinas estudadas e compara-las com os
genotipos.

e Quantificar os niveis séricos das citocinas em cada grupo diagnéstico.

e Validar os resultados em outras populagdes com diferentes backgrounds

genéticos.
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Ahsirast. The current chdldhood obesity epidemic represenes o paniculor challenge for peblic health Understanding of e
eticlogics] mechanisms of cbesity remains imsegral in treating @us complex discedes. In recem years, studies have elucidassed
the influence of hormones secreted by adiposs tissee pamed adipokines. Adiponeciin is o adipokine thar exkahis inspoatan
mti-inflammmiory, insslin-sensisizisg and mei-athencgenic propenies and it s songly mssocdaed 1o obesity development. I is
well known st sdposectin levels decrease with obesitye Penbenmaorne, studies show that some sisgle nucleotde polymornpiisms
in the gexme encoding adiponsctin, ADFFO, may influssce the exgression of this protein. The objective of this paper & to provide
i p-to-dme review of ADYPOYY polymocphisns i the context of childhood obesity.

Keywords: Adponectin, adipokines, chiliieeod obesity, polymorphisms

1. Imtrosdusction

Childhood obesity is a sigmificant chall enge to glohal
public health in the X1t cemtury. Curment estimaies
shovay that, worldwide, over 43 milbon childrem are
overweight or obese [ 1]. The prevalence of overaeight
and obexe chilkdren had increased from 4.2% in 1990 1o
6. 7% in D0 1worldwide and is expecied 1o reach 919,
or abowt 60 million in 2020 [I]. According to World
Headth Organizaton, in 301 2 the prevalence of overs
weight chil dren varies from 6.4% in Africaio 12.1% in
Europe [3]. In USA, the prevalence of obese and overs
weight children and adolescents reaches 31.8% [4] It
i kmown that overweight amd obesity are sk factors
for several complications for Life, such ax cardiovass
cular diseases | 5=7 |, metabalic syndrome [E=10], type

"Cisrcipondny sullor: Karms B Conmes, Phil, Feouldede de
Farmicis, Lvenndale Federal de b Teran, Avcmals Anidnio
Cashis, 8617, Panppulbs, Bels Homaente, Minas Cerais, 31200000,
Bragal Tel: <55 31 349 6895, Fax: 455 31 1500 pI65; E-mmil:
kaniraby b penail oo,

2 diabetes mellitus [1 1, 12] and dy=lipidemaia [ 1 2=14],
incheding thase occuming in childheod.

In order to redoce the prevalence of obesity, its
underlying etiobogy must be well understond. Sedens
tlary behavior amd high calorie diets are certainky
important ax environmental risk factors. However. it is
als necessary o understand the role of predisposing
faciors, such as genetic and epigenetic mechamisms.
Family studies have demonstraled the influence of
genes on the ooourmence of ohesity, and today at least
51 genetic loci ane ssociabed with obesitysrelabed traits
[15]. However, little is known about the genebic hasis
of chexity in the pedisiric populstion. Thes, the cur
rent mnderstamding is that pediatric obesity largeky
onmesponds W a complex phemotype modulated by
gene=zrrvironment inleractions that influence health i
adulthood | 16].

Far mamy vears, it was believed thot adipose tisxue
was mainly for hpid storage, mechanical protection
and thermal halamce of the body. However, numers
s shsdies throughowt the b=t several decades have
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