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Resumo

Dentre os transtornos mentais, o transtorno depressivo maior (TDM) é uma das mais
comuns entre idosos. Sabe-se que muitas condicdes médicas estdo relacionadas ou
sdo intensificadas pelo TDM, impactando na qualidade de vida do idoso. Estudos
recentes mostram que niveis baixos da proteina Klotho, estdo associados a doencas
relacionadas ao envelhecimento, porém pouco é conhecido sobre sua relacdo com a
depressao geriatrica. Desta forma, decidimos investigar a relagdo da proteina Klotho
com o TDM em idosos, associado ou ndo ao comprometimento cognitivo leve (CCL). A
hipétese desse estudo é que o nivel plasméatico da proteina Klotho é significativamente
reduzido em idosos com TDM, e ainda menor nos idosos com TDM associado ao CCL
(TDM+CCL). Participaram desse estudo 50 idosos recrutados do ambulatério de
psicogeriatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais com
idades entre 60 e 86 anos (p=0,392) e escolaridade entre 3 e 12 anos (p=0,069), sendo
17 controles, 15 idosos com TDM e 18 idosos com TDM+CCL. A avaliacdo plasmatica
dos niveis de Klotho foi realizada por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
sanduiche. Os resultados mostraram que 0s niveis plasmaticos da Klotho sé&o
significativamente mais baixos em idosos com TDM+CCL quando comparado aos
idosos com TDM (p=0,0344) e idosos controles (p=0,0418). Considerando o subtipo de
episédio depressivo, o grupo TDM de episddio Unico apresentou niveis estatisticamente
(p=0,466) mais altos da Klotho quando comparado ao grupo controle. Ainda
estratificamos os grupos TDM e TDM+CCL em relacdo ao inicio do primeiro episodio
depressivo. O grupo TDM+CCL de inicio tardio apresentou niveis significativamente
mais baixos em relacdo ao grupo controle (p=0,0083) e em relacdo ao grupo TDM de
inicio tardio (p=0,0175). O grupo TDM de inicio tardio apresentou niveis
significativamente mais altos em relacdo aos grupos TDM de inicio precoce (p=0,0239)
e em relacdo ao grupo controle (p=0,0083). Finalmente, encontramos correlacbes
positivas agrupando os grupos de idosos com TDM e TDM+CCL em relacdo aos niveis
plasmaticos da Klotho com instrumentos de avaliagdo neuropsicoldgica. Nossos
resultados mostram, pela primeira vez, que os niveis plasmaticos da Klotho estdo
reduzidos em idosos com TDM+CCL em relagdo aos idosos controles e idosos com
TDM, especialmente naqueles idosos que apresentam TDM+CCL de inicio tardio. Os
dados encontrados neste estudo mostram que a Klotho esta alterada em idosos com
TDM de episodio unico e que quando reduzido é um possivel biomarcador em idosos
com TDM+CCL.



Abstract

Major depressive disorder (MDD) is one of the most common psychiatric diseases
among the elderly. It is well-known that a number of clinical disorders are related to or
intensified by MDD, which impacts their quality of life. Studies have shown that lower
levels of Klotho are associated to age-related diseases, however little is known about its
relation to MDD. For this reason, we decided to investigate the relation of Klotho protein
with MDD in elderly people with and without mild cognitive impairment (MCI). Our
hypothesis is that plasmatic Klotho protein levels are significantly reduced in elderly
people with MDD and even lower in elderly people with MDD associated with MCI. In the
present study we assessed 50 older adults from a psychogeriatrics outpatient service in
Hospital das Clinicas — Universidade Federal de Minas Gerais with ages between 60
and 86 (p=0.392) and 3 to 12 years of educational attainment (p=0.069), of these 17
were controls, 15 patients with MDD and 18 patients with MDD associated with
MCI+MCI. Klotho plasmatic levels were measured by Immunoenzymatic assay (ELISA)
sandwich. Our results show that Klotho levels are statistically lower in patients with
MDD+MCI when compared to patients with MDD (p=0.0344) and controls (p=0.0418).
Considering depressive episode subtype, the single episode TDM group presented
statistically higher Klotho levels than the control group (p=0.0466). We also investigated
whether depression onset would influence Klotho levels. The late onset MDD+MCI
presented statistically lower Klotho levels in relation to the control group (p=0.0083) and
in relation to the late onset MDD group (p=0.0175). The late onset TDM group presented
significantly higher levels of Klotho when compared to the early onset MDD group
(p=0.0239) and the control group (p=0.0083). Finally, we conducted correlation analyses
and found that the MDD group and MDD+MCI group when analyzed together correlate
with the tests used in the neuropsychological assessment. Our results show, for the first
time, that plasma Klotho levels are lower in elderly people with MDD+MCI when
compared to elderly people with MDD, especially regarding those with late onset
MDD+MCI. Our findings show that Klotho is altered in single episode MDD in the elderly
and when presenting lower levels, it may be a possible biomarker of MDD+MCI in the

elderly.
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1. Introducéo

1.1. Envelhecimento

O envelhecimento populacional € uma consequéncia de diversos fatores, entre eles,
o desenvolvimento econdmico e social, uma vez que, o individuo € legalmente
considerado idoso quando ultrapassa a idade de 65 em paises desenvolvidos e 60
em paises em desenvolvimento (WHO, 2016). O curso do envelhecimento humano
depende do nivel de desenvolvimento biolégico e psicoldgico atingido pelo individuo
ao longo da vida. Além disso, € necessario considerar 0s recursos sociais,
econbmicos, e tecnoldgicos, como também acesso a tratamentos de saldde e a
influéncia da genética (Malloy-Diniz et al., 2013).

Atualmente, no Brasil, os idosos representam 8,17% da populagéo brasileira. Em
2030 estima-se que 13,44% da populacao serdo de idosos, com uma expectativa de
vida mais prolongada (IBGE, 2016). Com a diminuicdo da taxa de fertilidade, é
esperado que entre os anos de 2015 e 2050 o numero de idosos cresca de 12%
para 20%. Até 2020 o numero de idosos sera maior do que o numero de criancas
com menos de cinco anos de idade. Segundo estatisticas, o Brasil tera apenas um
pouco mais de 20 anos para se adaptar a essa mudanca de distribuicdo da
populacdo (WHO, 2015).

Cerca de 20% dos idosos sofrem de algum transtorno mental ou neuroldgico,
desses 6,6% possuem alguma incapacidade decorrente do transtorno (WHO, 2016
& Boff et al., 2015). Dentre os transtornos mentais, o transtorno depressivo maior
(TDM) é uma das mais comuns entre idosos (Byers et al., 2010 & WHO, 2016).
Sabe-se que o TDM tem grande impacto na qualidade de vida dos idosos, pois um
grande numero de condi¢cdes médicas esta relacionado ou é intensificado por ele
(Reynolds et al., 1999; Blay, et al., 2007 & Koenig et al., 1992). Esse dado é
preocupante, uma vez que, frequentemente, a interacdo entre a depressao
geriatrica e a presenca de outras condi¢cdes médicas implica em um pior prognostico

no tratamento do quadro clinico e do quadro psiquiatrico (Blay et al., 2011).
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1.2. A Depresséao Geriétrica

O TDM no idoso é caracterizado pela presenca de humor deprimido e perda de
interesse ou prazer em atividades diarias (conhecido com anedonia) (Vaccaro et al.,
2017). Idosos deprimidos apresentam quadros clinicos heterogéneos em que
podem estar presentes sentimento de culpa ou inutilidade, pensamentos suicidas
associados a queixas somaticas, como alteracdo do sono, perda ou ganho de peso
significativo, fadiga e queixas cognitivas, como dificuldade de pensar, concentrar e
tomar decisbes (Sorocco et al., 2011).

Os fatores desencadeadores do TDM nos idosos estdo intimamente ligados as
perdas associadas ao envelhecimento: viuvez, institucionalizagdo, aposentadoria,
perda de contatos sociais e perda de funcionalidade. Além disso, a depressao
geriatrica estad associada ao maior uso de servigcos de saude, doencas cronicas,
residir sozinho, falta de exercicio fisico regular, entre outros (Djernes, J. K., 2006;
Reynolds et al., 1999 & Blay et al., 2007). No entanto, sabemos que grande parte
dos idosos enfrentam essas perdas e, ainda assim, apenas alguns evoluem para o
desenvolvimento do TDM. Além das perdas citadas, ha outros fatores que
contribuem para o desenvolvimento do TDM no idoso, que poderiam explicar esse
fato. E sugerido que o TDM no idoso possa ser entendido como uma interacéo entre
eventos estressantes, vulnerabilidades, fatores genéticos, declinio cognitivo e
mudancas neurobioldgicas relacionadas a velhice (Fiske et al., 2009).

Héa ainda uma grande preocupacao em torno da alta probabilidade de recorréncia do
transtorno em idosos, sendo de extrema importancia desenvolver ndo somente
tratamentos de recuperacdo como também de prevencdo do transtorno. Deste
modo, compreender caracteristicas clinicas do TDM é de extrema relevancia. Em
seguida, apresentamos 0s aspectos clinicos mais relevantes dessa transtorno na

populacéo idosa.

1.2.1. Episodio Depressivo Unico e Episddio Depressivo Recorrente

O TDM no idoso pode ser classificado como TDM de episodio Unico, quando ndo ha
relato de episddios prévios, ou TDM recorrente, o mais frequente, quando ha relato
de mais de um episddio depressivo ao longo da vida (Reynolds et al., 2006). O TDM

do tipo recorrente ja foi associado a maiores riscos de desenvolvimento de
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deméncia (Dotson et al., 2010) e perda de volume hipocampal devido ao estresse
associado a multiplos episddios depressivos (Butters et al., 2008). Além disso, a
depressdo no idoso pode ser caracterizada pela idade de ocorréncia do primeiro

episodio depressivo (Fiske et al., 2009 & Brodaty et al., 1991).

1.2.2. Transtorno Depressivo Maior de Inicio Precoce e Transtorno
Depressivo Maior de Inicio Tardio

O TDM de inicio precoce ocorre quando o idoso tem seu primeiro episodio
depressivo antes dos 60 anos de idade. JA no TDM de inicio tardio, o primeiro
episodio ocorre apés os 60 anos de idade (Fiske et al., 2009 & Brodaty et al., 1991).
Acredita-se que o TDM de inicio precoce apresenta diferentes fatores relacionados
ao seu desenvolvimento. Sabe-se que pacientes com TDM de inicio precoce
apresentam taxas maiores de historico familiar de TDM (Brodaty et al., 2001). Além
disso, ha evidéncias de diferencas estruturais no cérebro. Ballmaier e colaboradores
(2008) verificaram alteracdes morfoldgicas significativas no hipocampo de idosos
com TDM e, ainda, encontram uma diferenca anatémica entre os grupos TDM de
inicio precoce e TDM de inicio tardio. Os idosos com TDM de inicio tardio
apresentaram menor volume na cabeca do hipocampo (Ballmaier et al., 2008).
Butters e colaboradores (2008) também evidenciaram a atrofia do hipocampo em
idosos com TDM, e aqueles com TDM de inicio tardio apresentaram volumes ainda
menores (Butters et al., 2008). Alguns estudos mostram que idosos com TDM de
inicio tardio possuem mais fatores de risco vascular e maior tendéncia a apresentar
déficits cognitivos concomitantes (Fiske et al., 2009 & Ballmaier et al., 2008). Diante
do exposto, compreender como transtornos mentais podem desencadear ou até
mesmo intensificar quadros neuroldgicos, é de fundamental importancia, em

especial para a populacéo de idosos.

1.3. Comprometimento Cognitivo Leve

O TDM no idoso é associado a maiores taxas de comorbidades clinicas e
mortalidade. Além disso, uma das associacbes mais importantes talvez seja o
comprometimento cognitivo leve (CCL). O termo CCL foi primeiramente apresentado

no final dos anos 80 por Reisberg e colaboradores (1988) e é definido como um
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prejuizo cognitivo de estagio intermediario, que nem sempre, porém muitas vezes,
representa a fase de transicdo entre as alteracfes cognitivas normais relativas a
idade e a instalagdo da deméncia (Reisberg et al., 1988). Com o aparecimento de
novas evidéncias, surgiram reformulacdes do conceito de CCL ao longo dos anos.
Pesquisadores da clinica Mayo propuseram que, para o diagnostico de CCL, seria
necessario o comprometimento da memoria, contudo o funcionamento cognitivo
global do individuo deveria estar preservado, assim como sua capacidade de
realizar tarefas de vida diaria (Petersen et al., 1999). O subtipo de comprometimento
cognitivo que levaria & Doenca de Alzheimer (DA) teria como principal prejuizo a
memoéria, associada ou ndo a outros dominios cognitivos. Deste modo, o
comprometimento de outros dominios, sem a presenca de prejuizo na meméaria, nao
seria suficiente para evoluir para DA (Petersen et al., 2014). Foi necessario entédo
ampliar o conceito de CCL que anteriormente havia focado principalmente no
prejuizo de memodria (Winblad et al., 2004). Os critérios utilizados atualmente para
definicio de CCL foram propostos pelo National Institute on Aging-Alzheimer’s
Association e inclui como caracterizacdo do transtorno: queixa cognitiva,
comprometimento cognitivo objetivo, autonomia das habilidades funcionais e
auséncia de deméncia (Albert et al., 2011).

Segundo Petersen e colaboradores (2014), ndo ha uma bateria de testes
neuropsicolégicos considerada padrdo ouro para avaliar a presenca de CCL, porém
€ necessario que as principais areas cognitivas sejam avaliadas. Sao elas: funcdes
executivas, atencdo, linguagem, memoéria e habilidades visuoespaciais. No CCL, o
comprometimento de um dominio cognitivo € suficiente para caracterizar o

diagndstico (Malloy-Diniz et al., 2013).

1.3.1. Os Dominios Cognitivos

As funcbes executivas referem-se aos processos mentais que requerem
concentracdo e atencdo. Ha trés nucleos principais que constituem as funcdes
executivas, sdo eles: controle inibitorio, memoédria de trabalho e flexibilidade
cognitiva. A capacidade de raciocinio, solucdo de problemas e planejamento surgem
a partir desses trés nucleos (Diamond, 2013). O controle inibitorio refere-se a
capacidade de inibir uma resposta que o individuo possui uma tendéncia a emitir e

inibir estimulos que interrompem o fluxo de uma resposta. Ele é geralmente
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associado a impulsividade. A memaria de trabalho ou memaria operacional consiste
de um sistema temporario de registro de informacdes que permite a monitoracdo e
manipulacdo desses dados. Diariamente € utilizada em tarefas como resolucédo
mental de contas matematicas ou, por exemplo, o armazenamento temporéario de
um numero de telefone para a realizacdo da ligacdo logo em seguida. J4 a
flexibilidade cognitiva possui uma funcdo adaptativa as exigéncias do ambiente. Ela
torna o individuo capaz de emitir uma nova resposta, alterando o fluxo de
acOes/pensamentos (Fuentes et al., 2014).

As funcbes executivas sao de grande importancia para avaliar estratégias e tracar
planos a fim de alcancar metas (Fuentes et al., 2014). Portanto, podemos concluir
gue elas consistem de mdultiplos processos que, em parte, fazem uso umas das
outras para realizarem suas diversas fungbes. O desenvolvimento das funcdes
executivas tem inicio no primeiro ano de vida (Diamond, 2013) e termina sua
maturacdo no final da adolescéncia. Na idade adulta, elas se tornam relativamente
estaveis e comecam a declinar de forma natural como resultado do envelhecimento
(Fuentes et al., 2014).

A atencdo € um dominio cognitivo fundamental para a realizacdo da maior parte das
atividades diarias. Consiste, de forma simplificada, em selecdo (de um objeto),
esforco mental e engajamento intencional. A desatencéo pode aparecer na forma de
esquecimentos, distracdo, desorganizacéo, falta de concentracéo, perda de objetos,
e falta de atencdo aos detalhes. Os sintomas citados ndo podem ser resultado de
falta de compreensdo ou comportamento opositor (Fuentes et al., 2014).

A linguagem € um dominio cognitivo associado a comunicacao e socializacdo do ser
humano. Ela envolve varios niveis como, por exemplo, semantico (a interpretacao
de uma palavra, figura ou ideia), e fonoldgico (os sons da fala), entre outros. Os
disturbios de linguagem como a afasia (a perda ou deficiéncia da producdo e
compreensao da linguagem, provocada por um dano cerebral), podem gerar
inimeros prejuizos ao individuo no ambito laboral e social (Fuentes et al., 2014).

A memdéria € um dos dominios cognitivos mais estudados, provavelmente devido a
complexidade de seus mecanismos. Compreende a capacidade de captar, reter e
resgatar informacdes ao mesmo tempo em que utiliza experiéncias prévias, de curto
prazo e de longo prazo para a tomada de decisbes. Na Doenca de Alzheimer 95%

dos pacientes apresentam prejuizo amnéstico, caracterizada pelo déficit progressivo
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da memodria anterégrada, que se refere & memoria utilizada no armazenamento de
novas informagdes (Fuentes et al., 2014).

As habilidades visuoespaciais consistem em adquirir, armazenar e utilizar dados
espaciais visualmente percebidas. Compreende um elemento sensorial, relacionado
a habilidade de captar informacdes visuais, e um elemento perceptivo, que se refere
a interpretacéo dessas informacgdes (Malloy-Diniz et al., 2013).

1.3.2. Os Subtipos do Comprometimento Cognitivo Leve

Os subtipos de CCL podem ser classificados como sendo de duas categorias
diferentes: CCL amnéstico, em que h& comprometimento da memdria episddica, e
CCL né&o-amnéstica, em que ndo ha comprometimento de memoria episodica,
porém o individuo deve apresentar um desempenho abaixo do esperado nos outros
dominios, como funcbes executivas, linguagem, atencdo ou habilidades
visuoespaciais. Essas duas categorias ainda podem ser classificadas como
comprometimento restrito a um dominio cognitivo (CCL de dominio Unico) ou
comprometimento em mais de um dominio cognitivo (CCL de mudultiplos dominios)
(Petersen et al., 2014 & Palmer et al., 2010). Como o CCL representa um estado
entre o envelhecimento normal e a deméncia, se torna extremamente necessaria a
avaliacdo do CCL, em especial do subtipo amnéstico, uma vez que € o subtipo que
apresenta maior risco de evolucdo para DA. (Petersen et al., 2011; Petersen et al.,
2014; Fleisher et al., 2007; Palmer et al, 2008 & Palmer et al., 2010). Além disso, a
depressado geriatrica, por sua vez, pode influenciar a manifestacdo e evolugcdo do
CCL. Diniz e colaboradores (2015) identificaram diversos biomarcadores essenciais
para a manutencdo dos processos biologicos relacionados a saude cerebral.
Anormalidades nestes marcadores podem provocar a interrupcdo do processo de
controle homeostatico do comprometimento cognitivo e levar a alteracdes
patolégicas na depressao geriatrica (Diniz et al., 2015). Portanto, € fundamental
compreender mais profundamente a relacdo do TDM no idoso com o

comprometimento cognitivo.
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1.4. Comprometimento Cognitivo Leve e Depresséo Geriatrica

Butters e colaboradores (2000) citam evidéncias em diversos estudos que
demonstraram que uma grande parcela de idosos com TDM apresenta
concomitantemente comprometimento cognitivo (Butters et al., 2000). Nesse
mesmo estudo, os autores demonstraram que um tratamento bem sucedido do TDM
em idosos resultou em melhoria do comprometimento cognitivo nos dominios de
iniciacdo/perseveracdo e conceitualizacdo, ambas relacionadas a funcdes
executivas na Mattis Dementia Rating Scale (MATTIS). Ainda assim, diversos
estudos apontam que déficits cognitivos que coexistem com TDM no idoso tendem a
persistir mesmo apdés tratamento e remissdo dos sintomas depressivos. (Butters et
al., 2004; Bhalla et al., 2009; Lee et al., 2007; Nebes et al., 2003 & Butters et al.,
2000).

Sao diversos 0os mecanismos que podem intervir no risco de um individuo
desenvolver ou ndo DA e até mesmo desacelerar ou acelerar o processo de
desenvolvimento da doenca. Butters e colaboradores (2008) sugerem que o TDM
altera o risco de um individuo desenvolver disfuncéo cognitiva, reduzindo o periodo
de laténcia entre a neuropatologia do desenvolvimento da DA e a instalacdo da
deméncia, sendo assim, aumentando a incidéncia e prevaléncia de DA entre idosos
com TDM (Butters et al., 2008).

Sabe-se que ha uma relacdo entre historia pregressa do TDM e o risco para o
desenvolvimento de deméncia (Diniz et al., 2013 & Butters et al., 2008). A
deméncia, em particular, € um transtorno que gera grandes prejuizos ao individuo.
Uma vez que essa condicdo leva a perda da autonomia funcional, ela se torna
extremamente impactante na vida do idoso e de sua familia (Prince et al., 2013).
Portanto, é fundamental desenvolver acdes que previnam o TDM em idosos com o
intuito de gerar maior funcionalidade e potencialmente prevenir ou atrasar o
desenvolvimento de um quadro demencial (Diniz et al., 2013).

Nos ultimos anos diversos estudos vém pesquisando as alteracdes neurobioldgicas
envolvidas no envelhecimento e na depressao geriatrica (Naismith et al., 2012; Diniz
et al., 2014;). As conexdes neurobioldgicas existentes entre o TDM no idoso, CCL e
deméncia possivelmente envolvem alteracbes em multiplas cascatas
neurobiologicas, incluindo alteracdes inflamatérias, mecanismos neurotréficos,

alteracdes cerebrovasculares dentre outras (Naismith et al.,, 2012). Alteracdes
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nessas cascatas bioldgicas sdo observadas durante o envelhecimento normal,
porém em menor intensidade. Diniz e colaboradores (2014) encontraram um
declinio significativo dos niveis plasmaticos de Fator Neurotréfico Derivado do
Cérebro (BDNF) ao longo de dois anos em todos os participantes, incluindo
controles saudéaveis, indicando um declinio associado a idade. Os participantes com
depresséo e CCL apresentaram um declinio ainda maior nos niveis plasmaticos de
BDNF (Diniz et al.,, 2014). Contudo, sabemos que h& estudos que indicam
resultados conflitantes a respeito da influéncia do BDNF no TDM (Martinowich et al.,
2007). Diante do exposto, compreendemos a importancia de identificar
biomarcadores envolvidos nos processos bhioldgicos do TDM e comprometimento
cognitivo, e, portanto, decidimos pesquisar o papel da Klotho, denominada por
alguns autores como a “proteina da longevidade”, em idosos com depresséo
geriatrica associada ou ndo ao CCL (Semba et al., 2011; Dubal et al., 2014; Prather
et al., 2015 & Yokoyama et al., 2015).

1.5. Klotho

O gene da Klotho foi identificado e documentado por Makoto Kuro-o e
colaboradores (1997). Na mitologia grega, Clotho e suas irmas Lahkesis e Atropos
determinam o destino de todos os seres humanos através do fio da vida. Clotho é a
deusa responsavel por tecer a “linha” da vida, Lahkesis determina a medida da linha
de cada um e Atropos corta a linha indicando o fim da vida (Kuro-O, 2009).

A Klotho é produzida, principalmente nos rins e no cérebro, especificamente no
plexo coroide, responsavel pela producédo do fluido cerebrospinal (Pavlatou et al.,
2016 & Shardell et al., 2015). Existem duas isoformas do gene Klotho
documentadas. A primeira fornece o codigo para sintetizar uma proteina de
membrana enquanto a segunda é idéntica a primeira com excecao de uma insercao
de 50 pares de bases, codificando uma proteina secretada na circulagdo. A segunda
isoforma é predominante em todos os tecidos quando comparada a primeira
isoforma e, portanto, o principal produto do gene da Klotho € sua proteina secretada
no sangue, urina e fluido cerebrospinal. (Pavlatou et al., 2016 & Pacheco et al.,
2014). A isoforma secretada possivelmente oferece protegcdo contra estresse,
neuroinflamacdo (Yamamoto et al., 2005 & Gold et al., 2013) e cancer (Wolf et al.,
2008).
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Figura 1- Processamento da proteina Klotho transmembrana e secretada (Pacheco et al., 2014).

1.6. Klotho e Envelhecimento

O primeiro estudo publicado sobre a Klotho como um gene relacionado ao
envelhecimento foi demonstrado em camundongos transgénicos com uma mutacao
de insercdo do gene da Klotho. Camundongos transgénicos homozigotos (-/-)
apresentaram multiplas patologias relacionadas a sindromes de envelhecimento
prematuro, como um distirbio da marcha similar a marcha parkinsoniana,
arteriosclerose, osteoporose, atrofia da pele, atrofia do timo e infertilidade devido a
atrofia dos ovarios, do utero e dos testiculos. (Kuro-O et al.1997 & Kuro-O, 2009).
Os camundongos também demonstraram retardo de crescimento e viveram em
torno de 20-30% menos do que camundongos sem a mutagcao do gene. (Kuro-O et

al., 1997 & Kuro-O, 2009). Outro importante achado foi a relacdo da Klotho com
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comprometimento cognitivo. Em um estudo, camundongos com deficiéncia da
Klotho apresentaram comprometimento cognitivo em um teste de memobria e
aprendizagem em uma tarefa de reconhecimento de objeto novo (Nagai et al.,
2003). Apds essas descobertas, a Klotho se tornou objeto de varios estudos sobre

comprometimento cognitivo.

1.6.1. Klotho e Comprometimento Cognitivo

Em um estudo conduzido com idosos do “Aging in the Chianti Area” (InCHIANTI) de
duas pequenas cidades da Toscana na Itélia, foram selecionados 804 individuos
com 65 anos de idade ou mais. A pesquisa demonstrou que um grupo de idosos
com niveis baixos de Klotho possuiam maior risco de morte apdés um
acompanhamento de seis anos e um comprometimento cognitivo significativamente
maior, quando avaliados pelo Mini Mental State Examination (MEEM) obtendo
escores menores que 24 pontos. Nao houve diferenca significativa em relacdo a
sexo e escolaridade, porém, como esperado, as concentracdes de Klotho
apresentaram um declinio relacionado a idade (Semba et al., 2011).

Outro estudo mais recente, também proveniente do estudo INCHIANTI, avaliou os
niveis da klotho em 833 participantes com 55 anos de idade ou mais. A cognicao
global foi mensurada utilizando o MEEM no momento de entrada no estudo, trés e
seis anos apés a entrada. A concentracdo de Klotho foi avaliada em relacdo ao
comprometimento cognitivo no momento do acompanhamento de trés anos. O
estudo demonstrou que niveis maiores de Klotho no plasma foram associados a
melhor cognicdo e menor comprometimento cognitivo (Shardell et al., 2015).

Outro estudo mensurou a concentracdo de Klotho no fluido cerebrospinal em 20
idosos com DA, 20 idosos com cogni¢do normal e 20 adultos com cogni¢cdo normal.
O MEEM foi utilizado para avaliar o estado global da cognicédo. O estudo evidenciou
gue as concentracdes de Klotho no fluido cerebrospinal sdo significativamente
reduzidas em idosos com DA quando comparado a idosos com cogni¢cdo normal.
Além disso, nesse estudo, homens apresentaram niveis mais altos de Klotho
guando comparado a mulheres e, no grupo de participantes com cogni¢cdo normal,
os idosos apresentaram menor nivel de Klotho do que os adultos (Semba et al.,
2014).
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Estudos indicam que a Klotho promove resiliéncia contra proteinas patogénicas
relacionadas a DA. Ela pode estar envolvida na regulacdo da defesa contra stress
oxidativo e células apoptéticas exercendo um papel neuroprotetor. Além disso, a
superexpressao do gene da Klotho promove melhora das habilidades cognitivas
(Nagai et al., 2003; Dubal et al., 2015 & Zeldich et al., 2014). A cognicdo é uma
funcdo cerebral de valor inestimavel para a realizagdo de inUmeras tarefas de vida
diéria e sua funcao é reduzida no envelhecimento e na manifestacdo de algumas
doencas. A possibilidade de melhorar a funcdo cognitiva, mesmo que ligeiramente,
é de grande relevancia para os seres humanos (Dubal et al., 2014). Esses achados
reforcam a proposi¢cdo da Klotho como uma proteina do anti-envelhecimento e
fortalecem o importante papel desempenhado por ela em neuroprotecéo.

1.6.2. Klotho e Depresséo

Na San Francisco Autism Clinic da universidade da Califérnia foi realizado um
estudo com 178 mulheres saudaveis divididas em dois grupos: mulheres com
estresse cronico e cuidadoras maternas de criangcas com diagnostico de transtorno
do espectro autista (n=90) e mulheres com baixo nivel de estresse e maes de
criancas com desenvolvimento tipico (n=88), todas com idades entre 20 e 50 anos
com a0 menos uma crianca entre 2 e 16 anos de idade. O estresse foi avaliado
utilizando a Perceived Stress Scale (Escala de Estresse Percebido). Nenhuma das
participantes fazia uso de medicamentos que sabidamente afetam o sistema imune
e endocrino com excecdo de antidepressivos e contraceptivos orais. Dois controles
faziam uso de antidepressivos para motivos néo relacionados a depresséao (insénia
transtorno disforico pré-menstrual). Os resultados mostraram que niveis baixos de
Klotho estdo associados a maiores niveis de estresse cronicos e sintomas
depressivos em mulheres jovens e saudaveis. Além disso, a Klotho apresentou um
declinio significativo relacionado a idade e um declinio ainda mais acelerado nas
participantes apresentando alto nivel de estresse (Prather et al., 2015).

Um estudo recente realizado com 329 idosos, com idades igual ou maior que 65
anos, e diagnostico de TDM analisou trés polimorfismos de nucleotideo Unico no
gene da Klotho (KL) para avaliar o papel desse gene no tratamento com inibidores
seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRSs). O diagnostico psiquiatrico foi

realizado utilizando os critérios do DSM-IV-TR por meio do GDS-15. Para
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determinar resposta ao tratamento com ISRSs utilizou-se a Hamilton Depression
Rating Scale (HDRS-21). O paciente que apresentou resposta ao tratamento obteve
uma reducdo de pelo menos 50% no HDRS-21, o paciente que teve uma resposta
ruim ao tratamento apresentou de 10%-49% de redugcdo e o paciente que nao
obteve resposta teve reducdo de até 10%. Os resultados mostraram que um
polimorfismo no gene da Klotho pode ser um fator inibindo ou induzindo uma
resposta melhor ao tratamento de ISRSs. Esses resultados foram o0s primeiros a
sugerir um possivel papel do KL na resposta ao TDM com um antidepressivo.
(Paroni et al., 2016).

Nosso sistema nervoso central possui uma forma adaptativa de responder a
estresse, essencial a sobrevivéncia. O TDM representa a desregulacdo dessa
resposta adaptativa normal (Gold et al., 2015). E sugerido que a Klotho possa
exercer uma funcédo anti-inflamatoria e de reducdo de resposta estressora do
organismo no TDM (Gold et al., 2013).

Os dados a respeito da regulacdo da Klotho em idosos com TDM séo escassos na
literatura. Encontramos apenas o estudo de Paroni e colaboradores (2015), citado
acima. Segundo Pavlatou e colaboradores (2016), muitas das consequéncias
observadas na deficiéncia da Klotho, como arteriosclerose e osteoporose, menor
longevidade e alteracdes na estrutura hippocampal, ocorrem na presenca do TDM
(Pavlatou et al., 2016). Diante do exposto, a hipétese do deste estudo é que o nivel
plasmatico da proteina Klotho é significativamente reduzido em idosos com TDM,
sendo essa concentracdo ainda menor nos idosos com TDM associado ao CCL.
Além disso, acreditamos que os niveis da proteina Klotho podem se correlacionar

com variaveis clinicas tanto do TDM quanto do CCL.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a concentracdo plasmatica da Klotho em idosos com diagnéstico de TDM,
associado ou ndo ao CCL.

2.2. Objetivos Especificos
Avaliar os niveis plasmaticos da Klotho em idosos com TDM na auséncia e
presenca de CCL, em relagdo a controles idosos sem transtornos mentais e

cognitivas.

Comparar os niveis plasmaticos da Klotho em idosos com TDM com e sem CCL,
avaliando diferentes parametros clinicos da depressdo como tipos de episodio
(Unico ou recorrente), e idade de inicio do primeiro episédio depressivo (inicio

precoce ou tardio), em relacdo aos controles saudaveis.

Correlacionar os niveis plasmaticos da Klotho em idosos com TDM na presenca e

auséncia do CCL em relacao aos instrumentos de avaliacdo neuropsicologica.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Aspectos Eticos
Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (CAAE: 38658914.6.0000.5149, parecer n° 911.177).

3.2. Delineamento do Estudo
Este € um estudo transversal que envolveu 17 controles (auséncia de CCL e
transtornos mentais), recrutados da comunidade, e 33 pacientes com diagnéstico de
TDM. Sendo que, desses 33, sdo 18 com diagndstico de TDM associado ao CCL e
15 com diagndstico de TDM e auséncia de CCL, atendidos no Ambulatério de
Psicogeriatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

3.1.  Critérios de Incluséo

Pacientes do grupo TDM: idade maior ou igual a 60 anos, ambos 0S sexos e
diagnostico de TDM de acordo com os critérios do Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders (DSM-5) (American Psychiatric Association, 2002) e auséncia
de diagnostico para comprometimento cognitivo.

Pacientes do grupo TDM+CCL: idade maior ou igual a 60 anos, ambos 0S sexos e
diagnostico de TDM de acordo com os critérios do DSM-5 e diagnostico de
comprometimento cognitivo.

Controles: idade maior ou igual a 60 anos, de ambos o0s sexos, auséncia de
diagndstico para transtornos mentais e para comprometimento cognitivo e nao fazer

uso de medicacfes antidepressivas.

3.2. Critérios de Excluséo
Pacientes e Controles: uso continuo de medicacdes anti-inflamatorias e/ou
corticoides nas ultimas quatro semanas, existéncia de quadro demencial, evidéncia
clinica ou historia de ataque isquémico transitério ou acidente vascular encefélico,
outros transtornos mentais como: esquizofrenia, transtorno afetivo bipolar e recusa

em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

3.3.  Recrutamento e Selecao dos Pacientes
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Os pacientes e controles inseridos no presente estudo foram selecionados de um
banco de dados maior utilizado para avaliar varios aspectos neurobioldgicos e
cognitivos relacionados a psicogeriatria. Os pacientes foram admitidos no
ambulatério de transtornos mentais em idosos do Hospital das Clinicas por
encaminhamentos externos (postos de saude e outros ambulatérios do Hospital das
Clinicas da UFMG) e do Projeto Mais Vida. Foi realizada a triagem de 498 idosos,
dos quais 273 foram excluidos por indisponibilidade de participarem do projeto e/ou
preencherem critério de exclusdo. Portanto, 225 idosos foram encaminhados para
as avaliacdes psiquiatricas e neuropsicolégicas, sendo que, apds as avaliacdes, 8
foram encaminhados para o Ambulatério de Deméncia e 67 foram diagnosticados
com depressdo subsindrémica. Foram entdo incluidos no banco de dados 150
idosos. Destes, 100 foram excluidos por preencherem quaisquer dos critérios de
exclusdo e/ou por auséncia ou inconsisténcia de informacfes relevantes para o
presente estudo. Ao final, participaram 50 idosos, sendo 17 controles, 15 pacientes
com TDM e 18 pacientes com TDM e comprometimento cognitivo leve (CCL) (Figura
2).
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Figura 2- Fluxograma de recrutamento e participacéo dos idosos no estudo. Pacientes recrutados no
ambulatério de psicogeriatria do Hospital das Clinicas — UFMG no periodo entre marco de 2013 a
novembro de 2015.

3.4. Avaliacao Psiquiatrica, Clinica e Neuropsicolégica

Todos os pacientes foram submetidos a avaliacdo psiquiatrica, clinica e
neuropsicolégica. O diagnostico para TDM e outras comorbidades psiquiatricas foi
realizado baseado nos critérios do DSM-5. Os instrumentos utilizados na avaliacédo

psiquiatrica foram:

3.4.1. Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI-Plus)

A Mini-Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional (MINI-Plus - Mini International
Neuropsychiatric Interview — Brazilian, Version 5.0.0) é organizado por médulos
diagndsticos independentes e investiga todos os critérios de inclusédo e de excluséo
e a cronologia (data do inicio, tempo de duragdo e numero de episodios dos
transtornos) de 23 categorias diagndsticas do DSM-IV. E uma entrevista clinica

estruturada breve utilizada para identificar transtornos mentais do eixo | do Manual
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Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais do DSM-IV e da Classificacdo
Estatistica Internacional de Doencas e de Problemas Relacionados a Saude (CID-
10) (Amorim, 2000).

3.4.2. Hamilton Depression Rating Scale — 21 items (HDRS-21)

Com o objetivo de avaliar a gravidade dos sintomas depressivos dos idosos com
diagnéstico de TDM utilizou-se a HDRS-21 (Hamilton, 1960). Adotamos o escore
total para as analises e estratificacdo dos individuos em relacdo a gravidade dos
sintomas depressivos. Foram utilizados os pontos de corte que sdo descritos como
0s mais amplamente utilizados na pratica clinica: para TDM grave - escores iguais
ou maiores do que 25; para TDM moderada - escores de 18 a 24; para TDM leve -
escores de 7 a 17; os escores menores que 7 definem remissdo do quadro ou
auséncia do TDM (Del Porto, 1989).

Na avaliacdo clinica foi realizada a afericdo da pressdo sanguinea, peso, altura,
circunferéncia abdominal e informac¢des adicionais sobre outras comorbidades
foram adquiridas utilizando como guia o0 Cummulative lliness Rating Scale (CIRS-G)
(Miller et al., 1991).

Em relacdo a avaliacdo neuropsicologica, foi utilizada uma bateria extensa de testes
selecionada pelos neuropsicélogos do grupo de pesquisa. Nesse estudo utilizamos

analisamos:

3.4.3. MATTIS Dementia Rating Scale (MDRS)

A MDRS ou MATTIS, proposta por Steven Mattis (Mattis, 1988), foi desenvolvida
para avaliar habilidades cognitivas em pacientes com DA. A escala avalia a
cognicdo global, fornecendo informacGes detalhadas sobre as areas cognitivas,
alteradas ou preservadas, em 36 atividades através de 5 subescalas: atencao (AT),
iniciacdo/perseveracéao (I/P), construcdo (CONS), conceituacdo (CONC) e memdria
(MEM) (Porto et al., 2003).

A versao brasileira da MDRS foi desenvolvida em 2002 para verificar sua precisao
diagnoéstica de pacientes com DA leve na populacdo brasileira e verificar a

interferéncia das variaveis de idade e escolaridade. Foram avaliados 41 idosos com
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DA provéavel, de intensidade leve, e 60 controles. Pacientes e controles foram
divididos em trés grupos de idade e em trés niveis de escolaridade. Foi verificado
gue idade e escolaridade interferiram no escore total e nos escores das subescalas.
(Porto et al., 2003)

3.4.4. Frontal Assessment Battery (FAB)

O Frontal Assessment battery (FAB) proposta por Dubois e colaboradores em 2000,
foi desenvolvida como um instrumento breve para avaliacdo de disfuncdo do lobo
frontal. A bateria avalia diferentes dominios de funcdo executiva, através de seis
subescalas, que podem estar comprometidas em diversas transtornos neuroldgicos
em uma aplicagdo breve. (Dubois et al., 2000). As seis subescalas s&o:
Similaridades (conceituagéo), Fluéncia lexical (flexibilidade mental), Série motora
(programacéo), Instrucdes conflitantes (sensibilidade a interferéncia), Vai-nao-vai
(controle inibitério) e Comportamento de preensao (autonomia ambiental) (Beato et
al., 2007).

A versao brasileira da FAB, Bateria de Avaliacdo frontal (BAF) foi proposta por
Beato e colaboradores em 2007. O estudo contou com a participacao de 48 idosos
sem diagnoéstico de TDM e comprometimento cognitivo com idades entre 60 e 91.
Os autores concluiram que na populacédo utilizada no estudo, a BAF evidenciou ser

influenciada pela escolaridade dos participantes (Beato et al., 2007).

3.4.5. The Rey Auditory-Verbal Learning Test (RAVLT)

The Rey Auditory-Verbal Learning Test, desenvolvido por Rey (Rey A., 1958) € um
instrumento de avaliacdo de aprendizado e memodria. Ele avalia memaria recente,
aprendizado verbal, suscetibilidade a interferéncia, retencdo de informacéo ap6s um
periodo de tempo em que outras atividades sao realizadas e memodria de
reconhecimento (Malloy-Diniz, 2007).

Foi testada a aplicabilidade do RAVLT na populacdo de idosos brasileiros por
Malloy-Diniz e colaboradores (2007). A versdo empregada foi desenvolvida com
uma lista de substantivos concretos com uma ou duas silabas muito frequentes na
lingua portuguesa brasileira. Foram avaliados 223 participantes idosos, divididos em
seis grupos de idades 60-64, 65-69; 70-74; 75-79; 80-84 e 85-89. O nivel
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educacional e a idade dos idosos tiveram correlacdo positiva e negativa,
respectivamente, com o desempenho no teste. Além disso, mulheres tiveram um
desempenho significativamente melhor que os homens. Os resultados encontrados
sdo semelhantes aos encontrados na versédo inglesa do teste o que indica que o
teste € adequado e aplicavel para avaliagdo da memoéria em idosos brasileiros de
mesma idade e nivel educacional (Malloy-Diniz, 2007). Uma revisdo de Cotta e
colabradores (2012) incluindo 26 artigos indicou que o RAVLT € um instrumento
eficaz para auxiliar o diagnéstico diferencial entre envelhecimento normal e

patoldgico (Cotta et al., 2012).

3.4.6. The Verbal Fluency Test (FV)

The Verbal Fluency test (FV ou Teste de fluéncia verbal) é utilizado em baterias
neuropsicologicas ou de forma isolada a fim de avaliar fungbes executivas
(organizacdo mental e estratégias de busca), memoria seméantica e memoria de
trabalho, velocidade de processamento e linguagem (extensdo do vocabulario)
(Radanovic et al., 2007). O teste de FV - categoria animais faz parte do Boston
Diagnostic Aphasia Examination (BDAE) (Goodglass et al., 1983 & Borod et al.,
1980) e também do protocolo do CERAD (Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer Disease) (Mirra et al., 1991) Brucki e colaboradores avaliaram 336
individuos sem queixas neurolégicas e psiquiatricas e 56 individuos com
comprometimento cognitivo. Os resultados mostram que a escolaridade influencia
significativamente o resultado do teste de FV e, portanto, niveis de corte diferentes

devem ser utilizados (Brucki et al., 1997).

No estudo presente, selecionamos os testes padrao ouro para avaliacao cognitiva
para realizar as analises com a Klotho, porém uma bateria maior de testes
neuropsicolégicos foi administrada por neuropsicélogos com experiéncia em
avaliacdo neuropsicologica de idoso para obtencdo de medidas cognitivas.
Foram excluidos da amostra idosos com indicios de deméncia. Os idosos que

apresentaram CCL associado ao diagnostico de TDM foram inclusos no estudo.

Os resultados foram avaliados individualmente por meio dos escores totais obtidos

nas escalas, considerando a escolaridade para cada escala. E importante ressaltar

30



gue analfabetos ndo foram incluidos no presente estudo. O procedimento
diagnodstico foi realizado em consenso em reunido com 0S nheuropsicélogos do
grupo. Como discutido por Petersen e colaboradores (1999), o desempenho de
pacientes com CCL fica, em geral, 1,5 DP abaixo da média do grupo de referéncia,
considerando idade e escolaridade.

Contudo, para delineamento do estudo, os critérios clinicos que utilizamos sé&o
aqueles definidos pelo Grupo Internacional de Trabalho em CCL (Winblad e

colaboradores, 2004) em que verificamos se 0s seguintes critérios estdo presentes:

I. A pessoa ndo possui cognicdo normal, mas néo preenche critérios

(DSM IV e CID 10) para uma sindrome demencial.

[I. Declinio cognitivo subjetivo relatado pela pessoa ou pelo
acompanhante e/ou declinio cognitivo mensurado objetivamente em
tarefas cognitivas; Declinio cognitivo frente ao desempenho prévio

verificado através de uma mensuracao objetiva.

lll. As atividades basicas de vida diaria estdo preservadas e funcdes

instrumentais complexas estéo intactas ou pouco comprometidas.

Com o trabalho realizado por Winblad e colaboradores (2004), houve incremento
dos critérios clinicos para configuracdo de CCL, facilitando o reconhecimento dessa
entidade clinica. Como resultado desse esfor¢co, o Manual Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais (DSM) em sua 5% versdo (APA, 2013) contempla uma
categoria de Transtorno Neurocognitivo Leve, cujos critérios diagnosticos sao
similares aqueles listados pelo Grupo de Trabalho em CCL, como bem discutem
Stokin e colaboradores (2015), reforcando a caracteristica clinica do

Comprometimento Cognitivo Leve para além dos dados puramente cognitivos.

3.5. Coleta de Material Biologico

Apés a avaliagdo clinica e psiquiatrica, foram coletados 4mL de sangue em tubos de
coleta a vacuo contendo o conservante EDTA como anticoagulante por meio de

punc¢do venosa ha veia antecubita. O plasma foi levado para o Instituto Nacional de
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Ciéncia e Tecnologia em Medicina Molecular (INCT-MM) da UFMG. No INCT-
MM, o plasma foi separado por centrifugacdo a 3000 rpm, 4°C, 10 minutos,
fracionado em microtubos de polipropileno e armazenados em freezer -80°C até a
realizacdo das analises laboratoriais.

3.6. Anélise da Klotho

As amostras de plasma obtidas previamente foram descongeladas para avaliacdo
dos niveis de Klotho por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) sanduiche,
utilizando-se o kit DuoSet ELISA — Human Klotho da R&D Systems no Laboratério
Interdisciplinar de Investigacbes Médicas (LIIM) da UFMG.

Brevemente, a cada poc¢o da placa de ELISA foram adicionados 100 pL de solucao
contendo anticorpo monoclonal contra a proteina Klotho humana diluidos em PBS
(anticorpo de captura). As placas foram incubadas por, pelo menos, 12 horas a 4° C.
Os anticorpos nao aderidos nas placas foram descartados por inversao e lavagem
em PBS—-Tween 0,1%. Em seguida, as placas foram bloqueadas com 200 uL/poco
de uma solucdo contendo albumina de soro bovino (BSA) 1%, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Apdés nova lavagem das placas, em cada poco foram
adicionados 100 pL da amostra ou padrdo. As placas foram novamente incubadas
por pelo menos 12 horas a 4°C e em seguida lavadas. Anticorpos conjugados com
biotina e diluidos em BSA 0,1% foram incubados por duas horas a temperatura
ambiente.

Em seguida, apo6s nova lavagem, foram acrescentados 100 pL/poco de
estreptavidina conjugada com peroxidase as placas, que foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, apds nova lavagem, o cromégeno &-
fenileno-diamina (OPD) foi aplicado as placas, incubadas na auséncia de luz. A
reacdo foi interrompida com solucdo contendo acido sulfarico 1M. A leitura da
intensidade de marcacdo foi realizada em leitor de ELISA no A de 490 nM
(SOFTmax Pro — versdo 2.2.1). Essa andlise foi realizada no Laboratorio
Interdisciplinar de Investigacdo Médica (LIIM) - FM/UFMG.

32



3.7. Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram executadas através do programa estatistico SPSS
versdo 23.0 e GraphicPrism 5.0 para Windows. Verificamos se as variaveis
continuas possuiam distribuicdo normal através dos testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk e constatamos que apresentaram distribuicao
ndo-normal. Todas as variaveis continuas sdo apresentadas como mediana (minimo
— méaximo), com analises realizadas através do teste de Kruskal-Wallis com pos-
teste U de Mann-Whitney. Para a comparacao de variaveis categéricas realizou-se o
teste de x2 de Pearson. Os gréficos foram construidos utlizando o programa
GraphicPrism 5.0 para Windows e os testes utilizados foram Kruskall-Wallis seguido
de Dunn’s com comparag¢des multiplas e teste para o coeficiente de correlacdo de
Spearman para as analises de correlacdes. Valores menores que 0,05 foram

adotados como nivel de significancia estatistica para todos os testes.
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3.8. Caracterizacdo Soécio-Demogréfica da Amostra

Conforme demonstrado anteriormente na Figura 2 e agora na Tabela 1, a amostra
foi composta por 50 idosos, sendo 17 idosos controles, 15 idosos com TDM e
auséncia de CCL e 18 idosos com TDM associado ao CCL. N&o houve diferenca
entre os trés grupos para sexo, idade, escolaridade, estado civil e presenca de
comorbidades clinicas (Tabela 1). Os idosos sem transtornos mentais ou CCL estéo
descritos como “Controles”, ja os idosos com TDM e sem comprometimento
cognitivo sdo denominados “TDM” e o grupo de idosos com TDM associado ao CCL
sdo chamados de “TDM + CCL".

Em relagdo a utilizacdo de medicamentos, idosos com TDM utilizavam
medicamentos antidepressivos do tipo Inibidor seletivo de Recaptacdo de
Serotonina (ISRS), triciclicos, tetraciclicos, Inibidores da Recaptacdo de Serotonina
e Noradrenalina (IRSN) e benzodiazepinicos, enquanto o grupo com TDM e CCL
apresentou ISRS, triciclicos, tetraciclicos, IRSN, benzodiazepinicos e atipicos
(Tabela 1). Houve uma diferenca significativa em relacédo ao uso de Hipolipidémicos
(p=0,017), uso de benzodiazepinicos (p=0,011) e, como esperado, no uso de

antidepressivos (p=0,000) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracterizacdo sécio-demografica de idosos controles, idosos com TDM
e idosos com TDM associada a CCL.

Total (n=50)

Controles TDM TDM + CCL

(n=17) (n=15) (n=18) p-value
Sexo
Mulher 17 (100%) 13 (86,7%) 16 (88,9%) p= 0,317
Idade 73 (60-81) 69 (60-86) 70,5 (60-84) p= 0,392
Escolaridade 5 (3-11) 7 (3-12) 4 (3-11) p= 0,069
(anos)
Status Civil p=0,825
Casado 5 (29,4%) 6 (40%) 5 (27,8%)
Divorciado 4 (23,5%) 2 (13,3%) 2 (11,1%)
ViGvo 8 (47,1%) 7 (46.7%) 10 (55,6%)
Solteiro 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Aposentado 15 (88,2%) 11 (77,3%) 10 (55,6%) p=0,152
Comorbidades
clinicas
E‘rﬁ’:rri;eln(ﬁ’s) 13 (76,5%) 10 (66,7%) 14 (77,8%) p=0,942
(Dljii‘ﬂbze)tes Melitus 2 4 (23,5%) 2 (13,3%) 7 (38,9%) p=0,277
Obesidade 7 (41,2%) 6 (40%) 6 (33,3%) p=0,834
Dislipidemia 6 (35,3%) 7 (46,7%) 12 (66,7%) p=0,178
Infarto Agudo do 0% 0% 1 (5,6%) p=0,415
Miocardio (IAM)
Alderle Vel o 16w pos
'é‘gr'ggrif (l}/ll\?é?a 27’52,5328?’13 29'%,;176)3'77 27,00 (19,56-40,27)  p=0,204
Antidepressivos 0 9 9 p=0,000
ISRS 0 4 4 p=0,077
Triciclicos 0 2 2 p=0,317
Tetraciclicos 0 2 1 p=0,283
IRSN 0 1 1 p=0,577
Atipicos 0 0 1 p=0,404
Benzodiazepinicos 1 8 4 p=0,011
Anti-hipertensivos 14 10 14 p=0,479
Hipoglicemiantes 6 1 4 p=0,152
Hipolipidémicos 11 5 14 p=0,017
Levotiroxina 4 2 4 p=0,717

TDM: Transtorno Depressivo Maior CCL:Comprometimento Cognitivo Leve. ISRS: Inibidor Seletivo
de Recaptagdo de Serotonina. IRSN: Inibidores da Recaptacdo de Serotonina e Noradrenalina.
Testes estatisticos: Os resultados estao apresentados como mediana (minimo-méaximo) para idade,
escolaridade e IMC, para os demais foi considerado o n total e frequéncia. Teste Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk, Kruskal Wallis e x2 de Pearson.
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4. Resultados

Em relacdo ao perfil cognitivo, todos os idosos dos grupos controle e TDM
apresentam auséncia de comprometimento cognitivo, como esperado. J& 100% dos
idosos do grupo TDM associado ao CCL apresentam CCL de subtipo amnéstico de
dominio dnico (4) ou mdltiplos dominios (14). *Retirei a tabela indicando perfil
cognitivo, como sugerido pela banca.

Foi realizada uma analise de caracterizacdo do subtipo do TDM e do inicio do
episodio depressivo em relacdo aos grupos TDM e TDM associado ao CCL. A
analise mostrou que ndo ha diferencas entre os grupos em relacdo a essas

caracterizacoes (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizagdo do subtipo do TDM e Inicio do primeiro episodio
depressivo.

Total (n=50)
TDM TDM + CCL
(n=15) (n=18) p-value
Subtipo do TDM p=0,064

TDM de Episédio
Unico 8 (563,3%) 4 (22,2%)

TDM Recorrente 7 (46,7%) 14 (77,8%)

Inicio do TDM p=0,739
TDM de Inicio

Precoce 8 (53,3%) 10 (55,6%)

TDM de Inicio

Tardio 5(33,3%) 8 (44,4%)

TDM: Transtorno Depressivo Maior. CCL: Comprometimento
Cognitivo Leve. Os resultados apresentam o n total e a
frequéncia em porcentagem. Testes estatisticos: x2 de Pearson.

Em relacdo a gravidade dos sintomas depressivos, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos TDM e TDM associado ao CCL, mas sim destes grupos em relacao
aos controles (p=0,000). A maior parte da amostra que compde 0s dois grupos

apresentou TDM com gravidade tipo moderada (Tabela 3).
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Tabela 3- Caracterizacdo da gravidade de sintomas depressivos dos grupos TDM e

TDM com CCL.
Total (n=50)
Leve Moderada
HDRS-21 (7-17) (18-24) Grave (225)| Mediana p-value
Controles (n=17) 0 0 0 0 (0-5)
TDM sem CCL (n= 15) 4 8 3 21 (9-35)
TDM com CCL (n=18) 5 7 6 22,5 (8-32) | p=0,000

HDRS-21: Hamilton Depression Rating Scale — 21 Items. TDM: Transtorno Depressivo Maior. CCL:
Comprometimento Cognitivo Leve. Os resultados estdo apresentados considerando o n total para
cada grupo e depois utilizando mediana (minimo-maximo dos totais). Testes estatisticos: x2 de
Pearson.

Houve diferenca significativa entre os trés grupos em todos 0s instrumentos de
avaliacdo da cognicdo (Tabela 4), com excecdo do item Construcdo da MDRS,
porém, esse dado ndo gerou maiores analises, uma vez que é comum que
participantes com e sem CCL atingem o0 escore maximo nesta subescala (Porto et

al., 2003).

Tabela 4- Resultados dos instrumentos utilizados para avaliacdo neuropsicolégica
dos trés grupos: controle, TDM e TDM associada a CCL.

Total (n= 50)
Instrumento Con_troles TDM TDM + CCL p-value
(mediana) (n=17) (n= 15) (n=18)

FAB 14 (10-18) 14 (12-17) 11(8-13) p=0,000
RAVLT total 44 (29-56) 43 (24-51) 27.50 (24-61) p=0,000
RAVLT (A7) 9 (5-14) 9 (4-10) 4 (4-12) 0=0,000
Evocacdo Tardia
MATTIS (AT) 36 (31-37) 36 (34-37) 34 (20 -37) p=0,008
MATTIS (IP) 36 (30-37) 36 (27-37) 29 (25-37) p=0,000
MATTIS (CONS) 6 (4-6) 6 (4-6) 6 (2-6) p=0,071
MATTIS (CONC) 31 (23-39) 36 (25-38) 28 (20-33) p=0,001
MATTIS (MEM) 23 (19-25) 22 (18-25) 20 (9-25) p=0,012
MATTIS total 131 (107-139) 135 (121-140) 117 (96-124)  p=0,000
FV animais 16 (11-27) 17 (8-27) 12.50 (8-16) p=0,010
FVS 10 (3-19) 10.50 (7-17) 6 (1-19) p=0,008

TDM: Transtorno Depressivo Maior.
Assessment Battery. RAVLT=Rey Auditory-Verbal Learning Test. MATTIS=Mattis Dementia Rating

CCL: Comprometimento Cognitivo Leve.

FAB=Frontal
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Scale. AT=Atencdo. IP=Inibicho e perseveranca. CONS=Construcdo. CONC=Conceituacao.
MEM=Meméria. FV=Teste de Fluéncia Verbal. Os resultados estdo apresentados em mediana
(minimo - méximo). Testes estatisticos: Teste Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk e Kruskal-Wallis.

Apés a realizacdo do pés-teste de Mann-Whiteny, constatou-se uma diferenca nédo
significativa para o item Construgcédo, quando comparamos 0s grupos TDM e TDM
+CCL. As demais comparag0Oes resultaram em diferengas significativas entre si para

todos os itens.
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Figura 3- Avaliacdo da producgéo plasmética da proteina Klotho em idosos controles (N=17), idosos
com TDM (N=15) e idosos com TDM associado ao CCL (N=18). TDM = grupo com Transtorno
Depressivo Maior, TDM+CCL = Transtorno Depressivo Maior associado ao CCL. Teste estatistico:
Kruskall-Wallis seguido de Dunn’s com comparagdes multiplas.

Em seguida, avaliamos os niveis plasmaticos da proteina Klotho e, como
demonstrado na Figura 3, idosos com TDM (160,09 pg/mL) apresentaram um nivel
mais alto da Klotho em relacdo aos controles (124,02 pg/mL) e idosos com TDM e
CCL (56,46 pg/mL). Houve uma diferenca significativa entre os grupos TDM e TDM
associado ao CCL (p = 0,0344). Também encontramos uma diferenca significativa

entre o0s grupos controle e TDM associado ao CCL (p = 0,0418).

Além de avaliar os niveis da Klotho nos trés grupos principais, decidimos investigar
a relacdo dela com o subtipo do episddio depressivo, uma vez que verificamos uma
tendéncia no aumento da Klotho em TDM na anadlise anterior, mesmo que nao
significativa. Pensamos que talvez caracteristicas particulares do TDM pudessem

modular os niveis plasmaticos da Klotho. Na Figura 4 estratificamos os grupos TDM
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e TDM+CCL em episodio Unico e recorrente. Observamos uma diferenca
significativa (p=0,466) apenas entre o grupo controle (124,02 pg/mL) e o grupo TDM
de episodio unico (860,30 pg/mL). Sendo que o Ultimo apresentou niveis muito mais
altos do que todos 0s outros grupos.
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Figura 4- Avaliacdo da producdo plasmatica da proteina Klotho em idosos controles (N=17), idosos
com TDM recorrente (N=7) e TDM de episédio tnico (N=8) e idosos com TDM recorrente associada
a CCL (N=14) e TDM de episddio unico associada a CCL (N=4). Teste estatistico: Kruskall-Wallis
seguido de Dunn’s com comparagdes multiplas.

Na Figura 5, os grupos TDM e TDM com CCL foram estratificados em TDM de inicio
precoce e TDM de inicio tardio. Nesta analise observamos o maior niumero de
diferencas significativas entre os grupos. O grupo controle (124,02 pg/mL) difere
significativamente do grupo TDM de inicio tardio associado ao CCL (33,07 pg/mL)
(p=0,0083) e do grupo TDM de inicio tardio (1588,17 pg/mL) (p=0,0083). O grupo
TDM de inicio tardio difere significativamente do grupo TDM de inicio tardio
associado ao CCL (p=0,0175) e do grupo TDM de inicio precoce (73,13 pg/mL)
(p=0,0239). O grupo TDM de inicio tardio apresenta o maior nivel de Klotho em

relacdo aos outros grupos.
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Figura 5- Avaliacdo da producdo plasmatica da proteina Klotho em idosos controles (N=17), idosos
com TDM de inicio precoce (N=8), idosos com TDM de inicio tardio (N=5), idosos com TDM de inicio
precoce e presenca de CCL (N=10) e idosos com TDM de inicio tardio com presenca de CCL (N=8).
Teste estatistico: Kruskall-Wallis seguido de Dunn’s com comparagdes multiplas.

Finalmente, encontramos uma correlacao positiva quando agrupamos 0s grupos de
idosos com TDM, associados ou ndo ao CCL, em relacéo a producdo plasmatica da
Klotho e resultados nos instrumentos FAB (p=0,0348/r2=1549), MATTIS Total
(p=0,0173/r2=1860), RAVLT  (p=0,0283/ r2=0,1604) e FV  animais
(p=0,0105/r2=0,2119) (Figura 6).
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Figura 6- FAB:Frontal Assessment Battery. RAVLT:Rey Auditory-Verbal Learning Test. MATTIS
Total:Mattis Dementia Rating Scale. FV: Teste de Fluéncia Verbal - animais. Analise de correlacdo
entre instrumentos de avaliacdo neuropsicoldgicos e a producdo plasmatica da Klotho em relacdo
aos grupos de idosos com TDM e TDM associado ao CCL. Teste Estatistico: Teste para o coeficiente
de correlacdo de Spearman.
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5. Discusséao

Os resultados desse estudo evidenciam que ha uma relacdo dos niveis plasmaticos
baixos da Klotho com o TDM+CCL. Em relacdo a producdo da Klotho, quando
analisamos niveis plasmaticos dessa proteina nos grupos de idosos com TDM,
idosos com TDM+CCL e idosos controles, observamos que ha uma diferenca
significativa entre os grupos TDM e TDM+CCL (p=0,0344) e também entre o0s
grupos controle e TDM+CCL (P=0,0418) (Figura 3). O grupo de idosos com
TDM+CCL apresentou niveis significativamente mais baixos do que 0s grupos
controle e TDM (Figura 3). Um estudo de 2015 demonstrou que niveis baixos de
Klotho estdo associados a maiores niveis de estresse cronico, e que mulheres com
sintomas depressivos apresentavam niveis ainda mais baixos de Klotho (Prather et
al., 2015). Nossos resultados ndo mostraram uma relacdo de significancia dos
niveis plasmaticos de Klotho em idosos com TDM, a estatistica so foi significante
em relacdo aos idosos com TDM+CCL. Porém, o resultado do estudo citado se
difere do nosso estudo uma vez que os pesquisadores incluiram participantes com
presenca de sintomas depressivos, sem diagnostico de TDM e as participantes do
estudo de Prather e colaboradores (2015) eram mulheres jovens, com idades entre
20 e 50 anos e, sabe-se que a Klotho sofre um declinio natural relacionado a idade,
portanto idosos, como os participantes do estudo em questdo, tendem a apresentar
niveis mais baixos de Klotho quando comparado a individuos jovens. Inclusive, a
pesquisa citada demonstrou que as participantes mais velhas do estudo
apresentaram uma reducdo da Klotho em relacdo as outras e, essa reducao se
mostrou mais acelerada nas participantes com alto nivel de estresse (Prather et al.,
2015). Portanto, podemos concluir que os niveis da Klotho sofrem alteracdes que
sdo dependentes de idade e presenca ou auséncia de neuropatologias, mas ainda,
nao compreendemos por completo como essas alteracbes ocorrem. Considerando
gue nao ha estudos que relacionam a proteina Klotho com TDM em idosos e
TDM+CCL em idosos, ainda ndo ha evidéncias suficientes que corroboram com
uma hipétese de funcionamento da Klotho na presenca desses transtornos.

Outro estudo realizado com participantes idosos demonstrou que polimorfismos no
gene da Klotho podem induzir ou inibir uma resposta melhor ao tratamento do TDM
com ISRSs (Paroni et al., 2016). Os resultados deste estudo, assim como 0 NOSSO

indicam que a Klotho pode desempenhar uma fungao importante na regulacdo da
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resposta do organismo diante de um quadro depressivo. Uma vez que nosSSOsS
dados sugerem que o TDM de inicio tardio pode desencadear o aumento do nivel
plasmético da Klotho, possivelmente como uma tentativa de recuperagdo do
equilibrio do organismo. Quando estratificamos os grupos de idosos com TDM
associado ou ndo ao CCL de acordo com o tipo de episddio (Unico ou recorrente),
foi demonstrada uma diferenca significativa (p=0,0466) apenas entre 0 grupo
controle e o grupo TDM de episddio Unico (Figura 4). O grupo TDM de episodio
Unico apresentou niveis significativamente mais altos do que o grupo controle. Esse
dado sugere que é possivel que os idosos com TDM de episddio Unico podem
modular positivamente a ativacédo de Klotho na tentativa de neuroprotecéo. Sabe-se
gue o TDM do tipo recorrente ja foi associado a perda de volume hipocampal devido
ao estresse associado a multiplos episodios depressivos (Butters et al., 2008). Por
esta razao, hipotetizamos que algo similar aconteca com a regulacéo da Klotho no
idoso com TDM recorrente. O estresse associado aos diversos episodios
depressivos ao longo da vida, possivelmente causaram uma reducdo cronica do
nivel da Klotho no organismo, ou uma resposta pouco efetiva dessa via de protecao.
Ja no TDM de episodio unico, ocorre um desarranjo recente, ou agudo, no individuo,
fazendo com que os efeitos neurobiolégicos do TDM desencadeiem 0s mecanismos
da Klotho, induzindo seu aumento plasmatico. Entretanto, em idosos com TDM
associado ao CCL, essa tentativa ndo ocorre, indicando uma possivel falha nesse
mecanismo, provavelmente, devido ao vasto impacto neurobiolégico envolvido no
comprometimento cognitivo. Deste modo, hipotetizamos que as alteracoes
neurobiologicas que ocorrem na presenca do CCL impedem esse mecanismo
protetor e que realmente ha um prejuizo na resposta desses individuos. Diniz e
colaboradores (2015) demonstraram alteracbes em diversos biomarcadores
plasmaticos que refletem respostas andmalas em multiplos processos biologicos
presentes no CCL, principalmente quando associado ao TDM (Diniz, et. al., 2015).
Segundo esses autores, essas irregularidades comumente estdo relacionadas a
processos apoptéticos e a perda da homeostase de proteinas (Diniz et al., 2015).
Diante do exposto, podemos pensar que possivelmente esses processos possam
gerar um desequilibrio da manutencéo sistémica do organismo e que se relacionam,
mesmo que de alguma forma ainda néo esclarecida, com niveis baixos da Klotho na

presenca de CCL associado ao TDM.
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Em seguida, avaliamos os grupos de idosos com TDM na presenca e na auséncia
de CCL em relacdo ao inicio do episédio depressivo. O grupo TDM de inicio tardio
associado ao CCL apresentou niveis significativamente mais baixos da Klotho
gquando comparado aos grupos TDM de inicio tardio (p=0,0175) e controles
(p=0,0083). Além disso, o grupo TDM de inicio tardio apresentou niveis da Klotho
significativamente mais altos quando comparado ao grupo TDM de inicio precoce
(p=0,0293) e quando comparado ao grupo controle (p=0,0083). Assim, 0 grupo de
idosos com TDM de inicio tardio apresentou os maiores niveis de Klotho em relacao
a todos os grupos analisados (Figura 4). Em relacdo ao grupo TDM de inicio tardio
associado ao CCL, os niveis da Klotho foram mais baixos em relacdo a todos os
outros grupos analisados. Esses resultados indicam que o fato do individuo iniciar o
primeiro episodio depressivo apos os 60 anos de idade, ou seja, ja idoso, pode ter
relacdo com o aumento dos niveis plasmaticos da proteina Klotho na auséncia do
CCL. Devido a heterogeneidade do TDM em idosos e, também, das evidéncias de
diferencas neurobiologicas presentes no TDM de inicio precoce e tardio, uma
diferenca de comportamento na regulacdo da Klotho em ambos os subtipos, assim
como a observada para os episodios Unico e recorrente, poderiam ser encontradas.
Estudos apontam que idosos com TDM de inicio tardio apresentam alteracdes mais
graves, como mais fatores de risco vascular e maior tendéncia a apresentar déficits
cognitivos concomitantes (Ballmaier et al., 2008; Butters et al., 2008 & Fiske et al.,
2009). Esses dados podem indicar que, devido a exposicdo cumulativa de fatores
gue causam danos ao sistema neurobioldgico, a expressdo da Klotho aumenta na
presenca do TDM de inicio tardio com o propdsito de compensar os danos gerados
nesse subtipo depressivo. Usualmente, h4 uma interpolacdo grande entre o0s
individuos com TDM de inicio tardio e em episddio Unico, demonstrando que a
ativacdo de Klotho de forma recorrente e crénica pode induzir uma ineficiéncia
nessa resposta, ainda mais associado a quadros de CCL. Esses achados apoiam a
teoria de que de niveis baixos da Klotho pode indicam a presenca de
comprometimento cognitivo, pois mesmo na ocorréncia de TDM de episddio Unico e
inicio tardio ha uma falha no mecanismo de aumento da Klotho quando associada
ao CCL.

Em relacdo as andlises de correlacdo, agrupamos os grupos de idosos deprimidos
com e sem CCL, em relacdo a producdo plasmatica de Klotho e encontramos uma

correlacdo positiva com o0s seguintes instrumentos: FAB (p=0,0348/r2=1549),
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MATTIS Total (p=0,0173/r>=1860), RAVLT (p=0,0283/ r?=0,1604) e FV categoria
animais (p=0,0105/r>=0,2119) (Figura 5). Essas correlagbes sugerem que gquanto
maior a concentracdo de Klotho no plasma, melhor é o desempenho do idoso nos
instrumentos de avaliagdo neuropsiocoldgica utilizadas nesse estudo. A partir dos
dados apresentados, € possivel inferir que a baixa concentracdo de Klotho no
plasma seja indicador de comprometimento cognitivo leve em idosos com TDM.
Nossos resultados sé@o consistentes com achados de estudos prévios que mostram
uma associacdo entre niveis baixos de Klotho e comprometimento cognitivo
(Shardell et al., 2015 & Semba et al., 2011). Compreender fatores que podem
influenciar a instalacdo de comprometimento cognitivo é fundamental uma vez que
h&d uma alta variacdo em relacdo a vulnerabilidade para o desenvolvimento de
declinio cognitivo significativo (Dubal et al., 2014). E possivel que o comportamento
da Klotho na presenca e auséncia do CCL, nos ajude a entender melhor porque
algumas pessoas desenvolvem o CCL e outros permanecem resilientes a ele.
Realizamos também analises de correlagdo com 0os mesmos parametros com 0s
grupos (controle, TDM e TDM associado ao CCL), no entanto, ndo houve correlacéo
entre os parametros avaliados com tais grupos. Além disso, realizamos analises de
correlacdo entre os sintomas depressivos e ansiosos e 0s niveis plasmaticos da
Klotho e ndo encontramos associacéo (dados ndo mostrados).

Nosso estudo apresenta, dessa forma, importantes informacdes sobre a relacdo da
proteina Klotho em idosos com TDM associado ou ndo ao CCL. Pra 0 nosso
conhecimento, esse € o primeiro estudo a investigar o papel da Klotho nessas
condicBes e que inclui a analise da relacdo da Klotho com o subtipo do TDM (Unico
e recorrente) e idade de inicio do TDM (precoce e tardio). Os resultados deste
estudo agregam dados significativos a literatura acerca da proteina Klotho
demonstrando um importante link biolégico entre o TDM+CCL, o TDM e suas
caracteristicas de subtipo e idade de inicio e a proteina Klotho. No entanto, estamos
cientes que ha limitacbes nesse estudo. As principais limitacdes seriam o numero
amostral e o fato de se tratar de uma amostra de conveniéncia. A pesquisa contou
com a participacao de idosos atendidos no ambulatério de psicogeriatria do Hospital
das Clinicas - UFMG. Esse viés de selecdo de uma amostra constituida por
conveniéncia pode levar a falhas na deteccdo de associacbes verdadeiras, e 0
pequeno numero de participantes pode determinar a perda de forca estatistica nas

analises, portanto os resultados obtidos ndo devem ser generalizados. Outras
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limitacdes do estudo seria a auséncia de um grupo com o CCL sem o TDM, pois
sem ele, ndo foi possivel investigar se as alteracfes encontradas sédo decorrentes
apenas da presenca do CCL, ou se elas atuam de forma associada ao TDM. Nao foi
possivel incluir um grupo CCL sem TDM uma vez que este perfil de paciente ndo
era atendido no ambulatério onde ocorreu o recrutamento dos participantes para a
pesquisa. Além disso, por se tratar de um estudo do tipo transversal, os resultados
da presente pesquisa indicam alteracBes dos niveis plasmaticos da Klotho em um
Unico momento de avaliacdo, em que o idoso apresenta TDM e TDM associado ao
CCL. Nao sabemos como a Klotho se comporta quando h& remissdo dos sintomas
do TDM e se ela exerce influéncia na melhora do quadro depressivo. Assim sendo,
esses dados apresentam um resultado que pode ocorrer em decorréncia de
inimeras influéncias e ndo somente de um aspecto clinico, como TDM ou CCL. A
partir do presente estudo ndo podemos afirmar que, certamente, uma alteracao do
nivel plasmatico da proteina Klotho é fator de risco para o desenvolvimento ou
evolucdo do TDM ou CCL, ou que o TDM e CCL sao responsaveis diretos pelas
alteracoes do nivel da Klotho. Concluimos que € necessaria a realizacdo de outros

estudos do tipo longitudinal para identificar, possiveis fatores de causalidade.
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6. Concluséo

Os achados desse estudo sugerem que os niveis plasmaticos da Klotho estdo mais
baixos em idosos com TDM+CCL em relacdo aos idosos controles e idosos com
TDM, especialmente naqueles idosos que apresentam TDM+CCL de inicio tardio
(apbs os 60 anos de idade) e episddio Unico (primeiro episédio depressivo). Além
disso, foi encontrada uma correlacdo positiva entre maiores niveis plasméaticos da
Klotho nos idosos quando agrupamos os idosos com TDM e TDM+CCL com melhor
desempenho nos instrumentos neuropsicologicos utilizados neste estudo. Esses
resultados sugerem que a Klotho sofre declinio em idosos com TDM+CCL,
provavelmente devido aos varios impactos neurobiolégicos ocorridos na presenca
do CCL. Acreditamos que este € o primeiro estudo que mostra a relagcdo dos niveis
plasmaticos da proteina Klotho em idosos com TDM e TDM associado ao CCL e por
isso, reforcamos a necessidade crescente de mais estudos que investigam o papel

da Klotho nessas patologias.
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7. Perspectiva

O proximo passo é a publicacdo dos dados obtidos neste estudo com o intuito de
acrescentar, a literatura existente, novos dados, ainda que iniciais, a respeito da
influéncia da Klotho no TDM e TDM associado ao CCL em idosos.

A partir do estudo presente e revisdo da literatura publicada acerca da Klotho, seria
interessante avaliar se constructos da psicologia positiva poderiam estar associadas
a maiores niveis de concentracdo da proteina. Sabemos que estresse cronico
(Prather et al., 2015) esta associado a menores niveis plasmaticos da Klotho,
constatando que o nivel da Klotho € modificado por alteracdes psicossociais, e que
exercicio fisco pode aumentar esse niveis (Matsubara et al., 2013), mas sera que
certos construtos associados a bem-estar, como otimismo e resiliéncia, sdo capazes
de aumentar a concentracdo plasmatica da Klotho? Esses dados seriam valiosos,
uma vez que se trata de habilidades que podem ser aprendidas. Com evidéncias,
ainda que inicias, dos beneficios de maiores niveis da Klotho, para a longevidade,
prevencdo de doencas relacionadas ao envelhecimento e neuroprotecdo, seria de
grande importancia buscar intervencdes praticas que poderiam contribuir para o
aumento do nivel plasméatico da Klotho no organismo da populacao, e verificar se
esse aumento poderia prevenir ou retardar o aparecimento das doencas associadas

ao baixo nivel de producao plasmatica da proteina Klotho.
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Anexos

8.1.

Plataforma Brasil
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Anexo A - Aprovacgéo no Comité de Etica - Plataforma Brasil

@ O @

Viocé estd em: Publico > Buscar Pesguisas Aprovadas > Detalhar Projeto de Pesquisa

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

— DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo Pablico: Depress3o geriatrica, sobrecarga alostatica e declinio cognitivo
Pesquisador Responsavel: Breno Satler de Oliveira Diniz
Contato Piblico: Breno Satler de Oliveira Diniz
CondigBes de saiide ou problemas estudados: Depressio maior
Déficits cognitivos
Comprometimento Cognitivo Leve
méncia
Descritores CID - Gerais: Demencia na doenca de Alzheimer (G30 -+)
Episodios depressivos
Transtomo cognitive leve
Descritores CID - Especificos: Demencia na doenca de Alzheimer (G30.-+)
Episodios depressivos
Transtomo cognifivo leve
Descritores CID - da Intervengio:
Data de Aprovagao Etica do CEP/CONEP: 08/11/2013

— DADOS DA INSTITUICAO PROPONENTE

Nome da Instituigdo: Faculdade de Medicina da UFMG
Cidade: BELO HORIZONTE

~ DADOS DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Comité de Etica Responsavel: 5149 - Universidade Federal de Minas Gerais
Enderego: Av. Presidente Antdnio Carlos,6627 2° Ad Sl 2005

Telefone: (31)3409-4592

E-mail: coep@prpq.ufmg.br

~ CENTRO(S) PARTICIPANTE(S) DO PROJETO DE PESQUISA
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8.2. Anexo B —Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto de pesquisa: Bindmio Depressao-Deméncia: Avaliagao de preditores clinicos,
neuropsicolégicos e bioldgicos para risco de deméncia e mortalidade em idosos com sindrome
depressiva.
As informagdes abaixo sdo para tirar suas duvidas sobre o estudo que sera feito e que o senhor(a)
estd sendo convidado a participar. Além de tirar suas duvidas, esperamos ter sua autorizacado para a
participacdo neste estudo.

Queremos fazer esta pesquisa porque hoje em dia ndo ha informag¢des precisas porque pacientes
idosos com depressao apresentam pior desempenho em testes de memdria e maior risco de
desenvolver no futuro quadros demenciais, como a doenca de Alzheimer. Entender os fatores que
determinam este risco nos ajudara a identificar rapidamente aquelas pessoas que tém maior chance
de desenvolver estes quadros e iniciar intervengdes possam prevenir ou retardar este processo.
Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar quais sdo os fatores que predispdem um idoso com
depressao a ter maior risco de desenvolver a doenga de Alzheimer ou outro quadro demencial.

Em primeiro lugar faremos uma entrevista, de aproximadamente 45 minutos, para reunir
informacgdes sobre seu estado de saude geral e também sobre sintomas de depressao e dificuldades
cognitivas que estd se apresentando. Depois, vocé realizarda uma entrevista de cerca de 2 horas em
que fard uma avaliagdo detalhada da sua memdria e cognicdao. Apds estas avaliagdes, vocé sera
submetido a pungdo venosa no antebraco para coleta de 10 ml de sangue. Vamos armazenar o
sangue para que possamos no futuro medir a concentragdao de substancias no sangue que podem
nos ajudar a identificar se uma pessoa tem risco aumentado de desenvolver a doenca de Alzheimer
ou outro quadro demencial e ter novos episddios de depressdo. Armazenaremos também amostras
de seu DNA e RNA para avaliar se altera¢gdes nos nossos genes podem nos ajudar a identificar se uma
pessoa tem risco aumentado de desenvolver a doenga de Alzheimer ou outro quadro demencial.

Apds esta avaliagdo inicial, se identificarmos um quadro depressivo vocé serd tratado de acordo com
os melhores tratamentos disponiveis atualmente. Apds o tratamento para depressdo, vocé serd
acompanhado por um prazo de 5 anos. Neste acompanhamento realizaremos avaliagdes anuais para
avaliar sua meméria e cognicdo e colheremos novamente amostras de sangue.

O principal beneficio direto da participacdo neste estudo é a realizagcdo de uma avaliacdo psiquiatrica
e clinica detalhada e o tratamento de problemas de salde como a depressdo e dificuldades
cognitivas. Além disto, como todos os sujeitos serdo acompanhados, isto permitira a identificacdo
precoce de outros problemas de saude relacionados a depressao no idoso e, logo, o seu tratamento
correto. Finalmente, os resultados deste trabalho nos ajudardo a entender melhor porque alguns
pacientes desenvolvem dificuldades graves de memodria e quais sdo as melhores formas de se
identificar e tratar estes quadros.

Porém existem alguns riscos associados a sua participa¢do. Os principais riscos se relacionam a
puncdo venosa (p.ex. dor local leve, hematoma local) e o desconforto relacionado as entrevistas
para avaliagdo da memodria e dos sintomas depressivos. Estes sdo riscos leves e que se resolvem sem
a necessidade de tratamento especifico. Todas as medidas cabiveis serdo tomadas para minimizar
estes riscos e desconfortos relacionados tanto a pung¢do venosa quanto as entrevistas a serem
realizadas.

Sua participacdo nesta pesquisa é voluntdria, portanto, ndo implica em qualquer dano material,

fisico ou moral, assim como também ndo resulta em qualquer beneficio material. As informac&es
coletadas terdo um carater confidencial, ou seja, seu nome e do paciente ndo serdo divulgados em
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nenhuma hipétese. O resultado desta pesquisa sera divulgado em artigo de revista cientifica, sem
colocar em evidéncia a identidade dos participantes.

Vocé ndo terd nenhuma despesa, sendo de responsabilidade dos pesquisadores os gastos com
impressao, Xerox, realizacdo de exames ou com qualquer outra eventualidade.

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis, para esclarecimento
das duvidas que aparecerem. Os telefones para contato com o coordenador desta pesquisa é:
e Breno Satler de Oliveira Diniz, (31) 3409-9785 (Fac. Medicina UFMG)

As informacdes de todas as pessoas que serao analisadas neste estudo serdo mantidas em
completo segredo, como manda a lei. Para isto, os pesquisadores tomardo todas as medidas
necessdrias para proteger, de quaisquer outras pessoas, suas informag¢des. Seu nome sera
substituido por um cédigo em todos os materiais. Seu nome e as informagdes que possam lhe
identificar ndo aparecerdo em nenhuma apresenta¢do ou publicagdo deste trabalho. O Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG, que também tem a finalidade de preservar os individuos que
participam das pesquisas, pode também ser contatado na Av. Antdnio Carlos 6627, Unidade
Administrativa Il, sala 2005 — CEP: 31.270-901, telefax: (31) 3409-4592.

Vocé ndo esta abrindo mao dos seus direitos legais ao assinar este termo.

Vocé deve saber também que, a qualquer momento, pode pedir a retirada do seu
consentimento de participagdo no trabalho sem o prejuizo do seu acompanhamento no servigo.

Confirmo que fui devidamente esclarecido sobre os objetivos e procedimentos deste estudo
e, livremente, aceito participar dele.

Nome por extenso (paciente):

Assinatura:

Nome por extenso (responsavel):

Assinatura:

Belo Horizonte, / /201 .
Declaro que expliquei ao participante os propésitos e procedimentos do estudo.
Nome por extenso (pesquisador):

Assinatura:

Belo Horizonte, / /201 .

(2 vias)
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8.3.

Anexo C — Folha de Aprovagéo
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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA MOLECULAR

FOLHA DE APROVACAO

Avaliacao dos niveis plasmaticos da proteina Klotho em idosos com transtorno
depressivo maior e sua relagao com comprometimento cognitivo

MARIANA DE SOUZA NICOLAU

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pos-Graduagdo em MEDICINA MOLECULAR, como requisito para obtengio do grau de
Mestre em MEDICINA MOLECULAR, éarea de concentragio MEDICINA MOLECULAR.

Aprovada em 29 de junho de 2017, pela banca constituida pelos membros:
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Belo Horizonte, 29 de junho de 2017.
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