1.Introducao



1.1 Depressao/ Deméncia

A depressao é um prevalente problema de saude publica associado com grande
comprometimento cognitivo (Avila e cols, 2009), piora da qualidade de vida
(Chachamovic e cols, 2008), maior morbimortalidade (Alexopoulos, 2005; Andrei e cols,
2007), além de acarretar sérias repercussdes sociais e individuais (Hamet, 2005), em
especial nos idosos (Blazer e cols, 2001; Blazer, 2005). Estima-se que a depressao
atinja 20% da populagdo mundial (Gillespie, 2005), ou seja, espera-se que uma a cada
cinco pessoas terdo diagndstico de depressdo em algum momento de suas vidas
(Kessler, 2003). Mundialmente, entre a populagdo acometida por depressao estima-se
uma proporgao de cinco mulheres acometidas para cada dois homens, mostrando uma
influéncia de género na depressao (Wong e Licinio, 2001). No Brasil, no estado da
Bahia, Aguiar e Dunningham (2001) relataram prevaléncia de cerca de 15% de
depressao em idosos na comunidade.

O crescimento da populacao idosa esta associado a um aumento da prevaléncia
de doengas crénico-degenerativas, entre elas aquelas que comprometem o
funcionamento do sistema nervoso central, como as doengas psiquiatricas,
particularmente a depressao (Krishman e cols, 1995). Em idosos, a depressdo € uma
sindrome heterogénea quanto a etiologia e aos aspectos relacionados ao tratamento.
Assim como em adultos, sua causa € multifatorial e fatores bioldgicos e psicossociais
desempenham papel fundamental. Os infortunios psicossociais como o luto,

dificuldades econdmicas, desemprego, isolamento, institucionalizagdo e incapacidade



contribuem para as mudangas fisiopatologicas. A depressdo em idosos refere-se as
sindromes depressivas definidas pela APA (American Psychiatric Association) no DSM-
IV e na Classificagao Internacional de Doengas (CID-10) que comprometem o individuo
acima dos 65 anos. Dentre os diversos transtornos que afetam os idosos, a saude
mental merece especial atencdo. Os transtornos mentais, principalmente depresséao e
deméncia, comprometem 20% da populagao idosa. Essas patologias levam a perda de
independéncia e autonomia e consequentemente, determinam aumento das taxas de
idosos incapacitados. A depressao € uma das comorbidades psiquiatricas mais
frequentes na DA, com prevaléncia de 30 a 50%. Essa esta associada a uma maior
dificuldade para desempenho das atividades da vida diaria o que eleva as taxas de
institucionalizagdo. Raramente a depressao ocorre de forma isolada. Essa, encontra-
se, geralmente, associada a outros sintomas comportamentais ou psicolégicos, como
irritabilidade, ansiedade, apatia e desinibicdo. A depressdo € habitualmente
subdiagnosticada e a maioria dos pacientes com deméncia nao é tratada ou usa doses
subterapéuticas de antidepressivos (Lee e Lyketsos, 2003).

Depresséao de inicio tardio (DIT) difere das outras por acometer idosos apds os
65 anos e, conceitualmente, esses ndo devem ter apresentado episédio depressivos
em fase anterior da vida. Essa doenga esta associada a incapacidade fisica, cognitiva e
social (Hickie 2003). Brodaty e colaboradores (2001) relataram que idosos com eventos
vasculares, incluindo histérico de acidente vascular cerebral, estdo mais susceptiveis a
depressao de inicio tardio, embora esta conclusao nao se confirme em alguns estudos
(Brodaty e cols, 2001). Além disto estudos mostram que déficits mais intensos em

funcdes executivas sdo mais comuns em pacientes com DIT (Elderkin-Thompson e



cols, 2003; Elderkin-Thompson e cols, 2007). Pesquisas apontam que idosos com DIT
apresentam, concomitantemente, comprometimento cognitivo ou associa-se com
deméncia (Schweitzer e cols 2002; Amy, 2011). Individuos portadores de depressao
maior de inicio precoce quando comparados com os DIT apresentam histéria familiar
menos prevalente para transtorno do humor e mais prevalente para deméncia.
Apresentam também, pior desempenho nos testes neuropsicolégicos e maior taxa de
evolugdo para deméncia (Alexopoulos e Kelly, 2010). Apesar da etiologia da depressao
ainda nao ser bem compreendida, um amplo espectro de fatores causais implicados no
desenvolvimento deste transtorno, ja foi elucidado (Kalia, 2005). ldosos portadores de
transtorno depressivo maior, principalmente DIT com incapacidade cognitiva associada,
apresentam maior probabilidade de evoluir para deméncia dentro de poucos anos apos
o inicio do quadro depressivo. Entretanto, a relagcdo entre a depressédo e a evolugao
para deméncia nao esta completamente elucidada (Wilson e cols., 2008).

Os mecanismos biolégicos associados a depressdo geriatrica nédo estédo
completamente esclarecidos. A heterogeneidade clinica dos quadros depressivos
sugere que diversos mecanismos biolégicos podem estar relacionados a sua
fisiopatologia. Por outro lado, esta heterogeneidade clinica pode dificultar a selegao de
pacientes para estudos sobre 0s mecanismos neurobiolégicos subjacentes a
depressao geriatrica, pois a definicdo do diagnéstico é complexa (Ownby e cols.,
2006). Processos relacionados a idade, como as doengas vasculares apresentam uma
associagdo com depressdo. A agregagao plaquetaria encontra-se aumentada
sugerindo que a depressao aumente o risco de doengas cardiovasculares (Thomas e

cols., 2004). A definicao de depressao vascular deve incluir a idéia de que a depressao



por si sO suscita e piora a doenga vascular. Estudos propdem que as doencas
vasculares predispdéem, precipitam ou perpetuam a depressdo e esta, por sua vez,
agrava as doencgas vasculares, o que induz a existéncia de uma intima relagéo entre
depressao e doencga vascular (Smith e cols., 2007). Individuos que apresentam a
associagdo de depressdo com doenga vascular fazem parte de um grupo de pior
progndéstico evolutivo. Estes individuos apresentam maior incapacidade cognitiva
global, comprometimento da nomeacéao e da fluéncia verbal (Thomas e cols., 2004).
Dentre os fatores biolégicos, estudos de genética mostraram herdabilidade de 40%
a 50% para depressdo (Fava e Kendler, 2000). Apesar dos efeitos individuais da
variagdo genética serem relativamente pequenos, as interagdes entre genes e o meio
ambiente podem contribuir significativamente para a vulnerabilidade a depresséao
(Castrén, 2005). A depressdo em idosos pode ser um sintoma de deméncia (Skoog,
2004). Os sinais e sintomas de depressao frequentemente antecedem o declinio
cognitivo e a deméncia. Apesar da forte evidéncia da relagao entre depresséo e o risco
para DA alguns estudos ainda apontam controversas (Green, R.C., e cols., 2003; Li, Y.,
e cols., 2001). Os sintomas depressivos sao descritos em 35 - 50% dos casos de
deméncia (Li, Y., e cols., 2001; Harwood, D.G., 2000). Jorm, AF. (2001) desenvolveu
um estudo de metaanalise para avaliar a relacdo entre depressao e o risco de
desenvolver deméncia, mas nao foi possivel determinar se a depressdo seria um

prédromo ou um fator de risco.



1.2 Doencga de Alzheimer.

A doenga de Alzheimer (DA) é a doenga neurodegenerativa mais comum
(McKusick, 2004). E o tipo de deméncia com maior chance de se desenvolver nas
idades mais avancadas, sendo que o envelhecimento constitui o principal fator de risco
para o seu desenvolvimento. Além de comprometer a memoaria, ela afeta a orientacao,
atencgao, linguagem, capacidade para resolver problemas além das habilidades para
desempenhar as atividades da vida diaria (Silva e cols, 2006). A piora ocorre de forma
gradual e continua, usualmente num periodo de 8 a 12 anos. Existe, todavia, grande
variabilidade de progressédo da doenca, desde periodos tdo curtos quanto 2 anos, até
tdo longos, quanto 25 anos (Machado, 2006). E uma importante causa de incapacidade
e, apresenta um alto e crescente custo para o sistema de saude e para a sociedade
(Aprahamian e cols., 2009). A incidéncia da DA dobra a cada cinco anos apds os 65
anos, atingindo 40 a 50% da populagédo aos 85 anos (Querfurth e LaFerla, 2010). No
Censo de 2010 divulgado pelo IBGE a populagdo com essa faixa etaria deve passar de
14,9 milhdes (7,4% do total), em 2013, para 58,4 milhdes (26,7% do total), em 2060.
No periodo, a expectativa média de vida do brasileiro deve aumentar dos atuais 75
anos para 81 anos. De acordo com o IBGE, as mulheres continuardo vivendo mais do
que os homens. Em 2060, a expectativa de vida delas sera de 84,4 anos, contra 78,03
dos homens. Hoje, elas vivem, em média, até os 78,5 anos, enquanto eles, até os 71,5
anos. Considerando a taxa de prevaléncia de deméncia como de 7,1%, o Ministério da
Saude estima que existam no Brasil cerca de 1,1 milhdes de individuos portadores de

deméncia e desses 55% dos casos sdo atribuidos a DA. Também, foi observada maior



prevaléncia entre as mulheres, apresentando uma razdo média masculino-feminino de
0,54 (Herrera e cols., 1998).

Apesar da idade ser apontada como o principal fator de risco para DA, outros
fatores de risco como: como a carga genética, presenga do alelo €4 da Apolipoproteina
E (APOE), baixa escolaridade, historia familiar positiva e historia de depressdo maior
(Aprahamian e cols., 2010; Lindsay e cols., 2002; Scazufca e cols., 2009) devem ser
observados. Na neuropatologia da DA sédo observadas perdas sinapticas, apoptose
neuronal, infiltrado inflamatdrio, angiopatia amiléide e emaranhados neurofibrilares. Os
principais mecanismos que resultam na morte neuronal séo: 1) hiperfosforilagdo da
proteina tau, que leva a formacdo de emaranhados neurofibrilares dentro dos
neurénios (Gauthier, 2006); 2) formagao de placas amiléides externas aos neurénios a
partir da clivagem da proteina precursora da amiloide envolvidas no processo

amiloidogénico (Noh MY, 2009).



1.3 Hiperfosforilagdo da Proteina Tau

Tau é uma proteina associada a estabilizacdo do microtubulo, transporte
vesicular e fungdo na estabilidade neuronal e de células da glia (Goedert, 1992).

A proteina Tau hiperfosforilada é insoluvel, o que confere a perda de afinidade
pelos microtubulos resultando em aglomeragdes destas proteinas (Fig. 1). A esses
aglomerados da-se o nome de emaranhados neurofibrilares que sdo agregados
intracitoplasmaticos de filamentos helicoidais compostos pela proteina tau
hiperfosfoforilada. Os agregados intermediarios das moléculas tau anormais sao
citotoxicos e comprometem a cogni¢cdo. Existem evidéncias que a formacdo de
emaranhados na DA represente uma das varias respostas citoldgicas dos neurdnios ao
acumulo gradual de AB e moléculas associadas a AB. O numero de emaranhados é
uma marca patologica da gravidade da doenga (Querfurth e LaFerla, 2010).

Uma importante proteina envolvida na fosforilagdo de tau é a proteina Akt,

também denominada Proteina Kinase B (Figura 1).
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Figural: Formacdo de Emaranhados Neurofibrilares. Tau ligada ao microtublo. Aumento gradual da

fosforilagao (p) da proteina Tau. Uma importante proteina responsavel na fosforilagdo de Tau é a AKT1.



Akt tem acgao de fosforilar outras proteinas e fatores de transcricdo. Uma importante proteina cinase que
Akt fosforila € a GSK3. GSK3 uma vez fosforilada fica inativa e aumenta a fosfolilagdo da proteina Tau. A
proteina Tau hiperfosforilada se desacopla do microtubulo formando os emaranhados neurofibrilares

consequentemente apoptose (Scheid, 2003).

Em mamiferos a Akt possui trés isoformas Akt1, Akt2 e Akt3, sendo Akt1
expressa em maior quantidade (Scheid, 2003). A Akt1 esta envolvida em varios
processos celulares e também é um importante alvo farmacoldgico para medicagbes
utilizadas no tratamento da Doenga de Alzheimer (Balleza, 2009). Noh e cols. (2009)
demonstraram que o mecanismo neuroprotetor do donepezil estava relacionado ao
aumento de fosforilacdo de Akt1 e na reducao de fosforilacdo da tau.

A morte de células neuronais observada em doengas neurodegenerativas, como
a doenca de Alzheimer, é extensa e ainda nao se sabe o fator principal que causa essa
morte. A prevencado dessa morte poderia ser a promessa para retardar os efeitos da
deméncia (Noh, 2009). Akt1 &€ uma proteina que esta envolvida na cascata de
sinalizagao de sobrevivéncia celular, essa sobrevivéncia ocorre através da inibigdo dos
processos apoptoéticos ou de morte celular, além de estar envolvida em varios outros
processos celulares como, por exemplo, a sintese de proteinas e crescimento celular
(Brazil, 2002) e pode ser ativada por varios fatores de crescimento e também pela
insulina (Song, 2006). Alguns estudos demonstram a importancia de Akt1 nos
processos celulares. Crowder e cols. (1998), observaram o efeito positivo desta na
progressao celular neuronal, no desenvolvimento neuronal e em eventos
neuroenddcrinos. Outro estudo observou que o nivel de expressao de Akt1 esta
aumentado no processo de regeneragao neuronal, 0 que sugere seu envolvimento no

processo de reestabelecimento neuronal (Sanna, 2002).



Para a ativacao e fosforilacdo de Akt1 sdo necessarias varias interacbes com
diferentes proteinas, uma delas é a AKTIP (AKT-interacting protein), que ao ligar-se na
Akt1 aumentaria a fosforilagdo de Akt1 em ambos os sitios regulatorios, isso ocorreria

através da promogéao da interagdo com a proteina kinase PDK1 (Scheid, 2003).
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1.4 Processo Amiloidogénico

No processo amiloidogénico o principal componente é um peptidio de 36-43
aminoacidos altamente insoluvel, denominado beta-amiléide (AB) que € produto da
clivagem da proteina precursora amiléide (APP; amyloid precursor protein) formando

assim, as placas amiloides. (Figura 2)
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Figura 2: Processo Amiloidogénico: As vias ndo-amiloidogénicas e amiloidogénicas de processamento
de APP. APP é clivada por uma das alfa- ou beta-secretase. A clivagem por alfa-secretase (a via nao-
amiloidogénica) gera sAPP-alfa (esquerda). A clivagem pela beta-secretase (a via amiloidogénica) gera
sAPP-beta. (modificado de: Petra E. Spies, 2012).

Uma desarmonia entre a producado e a remogao destas placas e a agregagao
deste peptideos causa o acumulo de AB e, 0 seu excesso pode ser o fator inicial da
DA. A AB pode se agrupar e formar as fibras insoluveis das placas amildides (placas
neuriticas ou placas senis). Os dimeros e trimeros de AB conferem toxicidade para as

sinapses (Querfurth e LaFerla, 2010). Além disso, AB causa toxicidade mitocondrial.
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Este efeito toxico aumenta a formacao de radicais superdxido e sua conversao em
peréxido de hidrogénio que, por sua vez, produz estresse oxidativo, consequentemente

apoptose celular (Querfurth e LaFerla, 2010).
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1.5 Ciclo Circadiano, Sistema Orexinérgico, Depressao e Alzheimer

O Ciclo circadiano (do latim circa cerca de + diem dia) denomina um periodo de
aproximadamente 24 horas. O ritmo circadiano influi sobre, por exemplo, os
mecanismos da fome, o estado sono-vigilia, a renovagao das células, o controle da
temperatura do organismo. O "reldgio" que processa e monitora todos esses processos
encontra-se localizado numa area cerebral denominada Nucleo Supraquiasmatico
(NSQ), localizado no hipotalamo acima da glandula pituitaria.

Trés sub-divisbes hipotaldmicas sdo importantes no ciclo sono-vigilia: o
hipotalamo anterior (nucleos gabaérgicos e nucleos supraquiasmaticos), o hipotalamo
posterior (nucleo tubero-mamilar histaminérgico) e o hipotalamo lateral (sistema
hipocretinas). Os neurénios supraquiasmaticos (NSQs) do hipotalamo anterior sao
responsaveis pelo ritmo circadiano do ciclo sono-vigilia. Os nucleos aminérgicos,
histaminérgicos, as hipocretinas e nucleos colinérgicos do prosencéfalo basal
apresentam-se ativos durante a vigilia, inibindo o nucleo pré-éptico ventro-lateral,
promovendo a vigilia (Pace-Schott EF, 2013; Taheri, 2002). Como os neurénios do
sistema orexinérgico inervam varias regides cerebrais de excitagdo, que inclui o locus
coeruleus, o dorsal da rafe além de estimularem o sistema dopaminérgico pelas
projecdes mesolimbicas entre a area tegmental ventral e nucleo accumbens. (Fig.3)

(Taheri, 2002).
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Figura 3: Sistema Orexinérgico: Neurdnios produtores de orexina, localizados no Nducleo
Supraquiasmatico, séo restritos ao hipotalamo lateral e faz projegdo em todo o cérebro, em particular
para as regides do cérebro envolvidas na excitagao, estresse e de recompensa do cérebro (modificada
de Aloé F.).

Os neuropeptideos se ligam a dois receptors, localizados nos nucleos
associados as diversas fung¢des cognitivas e fisiologicas. Ambas orexinas (A e B)
originam-se do processo proteolitico do peptideo precursor prepro-orexina (fig. 1) e
possuem dois receptores acoplados a proteina G. O receptor da orexina 1 (Ox1r) é
seletivo para a orexina A, enquanto o receptor de orexina 2 (Ox2r) apresenta afinidade

igual para ambos peptideos (Sakurai e cols., 1998).
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Figura 4: Peptideo precursor prepro-orexina e possui dois receptores acoplados a proteina G. Modificado

de: Oliver Selbach, Krister S. Eriksson and Helmut L. Haas Drug News Perspect 2003, 16(10).

Achados recentes mostram que os camundongos knockdown Ox1r apresentam
reducdo da atividade locomotora, entretanto n&do foi observado uma diminui¢do dos
comportamentos depressivos ou ansiosos. Por outro lado, observou-se um aumento do
comportamento ansioso em camundongos knockdown para receptores Ox2r. A
ansiedade foi medida pela reducdo da interacado social desse e pela redugao do tempo
gasto no “brago” aberto do teste de labirinto em cruz elevado pelos camundongos. O
labirinto em cruz elevado é um teste de ansiedade amplamente utilizado. Os autores
(Handley e Mithani em 1984) do teste observaram que os animais, ao serem colocados
no centro do aparato, demonstravam clara tendéncia a explorar os bracos fechados,
em detrimento dos abertos. A exposicdo dos ratos a situagbes naturalmente
ameacadoras, representadas no modelo pela altura e pelo espago aberto, explicaria a
maior aversao para explorar os bragos abertos. O resultado desse experimento,

knockdown para receptores Ox2, levanta a possibilidade de que um agonista Ox2r
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pode servir como um meio eficaz para o tratamento de transtornos de ansiedade e
depresséo (Arendt D.H., e cols, 2014).

O controle do ritmo circadiano € um processo complexo que envolve a interacao
de fatores ambientais e genéticos (Wehr, 1996). O ciclo claro-escuro de 24 horas é
apontado como um dos maiores exemplos da influéncia epigenética no processo
evolutivo (Bunney, 2000). Esse mecanismo baseia-se no funcionamento integrado de
um conjunto de genes que sao altamente expressos no Nucleo Supraquiasmatico
(NSQ), denominados genes circadianos (Takahashi, 2006).

Analises genéticas demonstraram que os ritmos circadianos sdo controlados por
um sistema interconectado consistindo de uma alga de retroalimentagdo negativa e
outra positiva. A negativa cicla em um periodo de 24horas, na qual os produtos
proteicos de alguns genes acabam por inibir sua prépria transcricdo (Takahashi, 2006).
O principal complexo ativador desse sistema de retroalimentagdo negativa consiste em
um heterodimero formado pelas proteinas CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles
Kaput protein) e BMAL1 (Brain and Muscle ARTNLike protein 1). Esse complexo
ativador regula a expressao de varios genes, dentre os quais podemos citar os genes
da familia Period (PER1, PER2, PER3) e os genes Cryptocrome (CRY1, CRY2) ao se
ligar na regido promotora conhecida como E-box (Figura 2). Esses genes ativados
sintetizam produtos proteicos que retornam ao nucleo apdés serem fosforilados por
quinases como a CK1 e a GSK-3, e inibem a atividade do complexo CLOCK:BMAL1,
constituindo a retroalimentacéo positiva, fechando assim a alca de retroalimentagcao e

inibindo sua prépria expressao (Takahashi 2000).

16



A transcricdo desses genes € ativada no inicio do dia pelo complexo
heteromérico. Ao serem ativados observa-se um acumulo de mRNA de Per e Cry no
NSQ. Posteriormente os niveis dos produtos proteicos desses genes também se
acumulam no Nucleo Supraquiasmatico (NSQ), mas com um atraso de algumas horas,
sendo que o pico de concentracdo dos produtos proteicos ocorre no fim do dia
(Hastings, 2007). Concomitante ao pico de concentragdo das proteinas Per e Cry,
inicia-se uma queda nos niveis de mMRNA dos mesmos genes devido ao processo de
retroalimentagdo negativa exercida pelos produtos proteicos dos genes PER e CRY
nos genes CLOCK e BMAL1. A presenga da alga de retroalimentagdo negativa é
essencial para a ritmicidade observada. Dessa forma, mutagdes dos genes CLOCK e
BMAL1, ou em qualquer outro gene circadiano, poderiam tornar seus produtos
proteicos insensiveis a inibicdo exercida pelas proteinas Per e Cry, consequentemente
nao seriam capazes de sustentar os ciclos circadianos de expressao génica (Sato e
cols., 2006). Figura 5.

Em um estudo recente post-mortem, Cermakian e col. (2011) encontraram
diferengas significativas no padrao de expressao de CLOCK entre pacientes com
Alzheimer e controles. Eles observaram uma expressao elevada de PER1 e PER2 no
cértex cingulado (p<0,0001, p<0,02 respectivamente) em pacientes com DA
comparado ao grupo de controle (Cermakian e cols., 2011) o que sugere uma alteragéo

nesse sistema DA.
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Figura 5: Retroalimentagcdo positiva e negativa. As proteinas Clock e Bmal1 formam um heterodimero
que se liga ao promotor do gene PER1, PER2 e PER3 permitindo assim sua transcricdo. Esses genes
fazem sua propria autoregulagdo quando voltam ao nucleo inibindo a agdo do heterodimero concluindo
assim, a retroalimentagdo negativa. Adaptado de: Whitmore, D. et al.. A Clockwork Organ. Biological
Chemistry 381, 793-800 (2000).

Um estudo feito em camundongos que expressavam a proteina precursora da
AB humana feito por Kang (2009), encontrou uma variagao diurna dos niveis de AB no
liquido cefalorraquidiano. Constatou-se uma expressao da A aumenta durante o dia e
diminuida durante a noite. Eles chegaram a essa conclusdo com experimentos de
infusdo intracerebroventricular de orexina-A e observaram aumento dos niveis de AB.

Infundiram também, o antagonista do receptor de orexina, o almorexante — por 24h e
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observaram a supressado dos niveis de AB. Quando eles bloquearam o receptor de
orexina, para observar a formacao de placas AB através do tratamento sistémico de
almorexante uma vez por dia durante 8 semanas, eles observaram a redugao
significativa da formacéao de placas AB em varias regides cerebrais (Kang, 2009), o que
os fezeram concluir que a dinamica ciclica da AB € influenciada pelo peptideo orexina.
Do ponto de vista clinico, os familiares, os cuidadores e os profissionais de saude sao
confrontados com graves desafios no que se refere ao cuidado dos pacientes com DA.
Um desses desafios € a alteracdo do ritmo sono-vigilia de muitos pacientes com
Alzheimer, bem como pacientes com episodios depressivos graves apresentam
alteragdo da secrecdo circadiana de varios horménios, determinando niveis séricos
significativamente maiores do que em individuos normais. Esses niveis usualmente
retornam ao normal com a remissdo do quadro depressivo. Alguns estudos
demonstram que ha uma tendéncia de sincronizagdo de alguns ritmos circadianos
como a temperature corporal, a frequencia cardiaca e alguns horménios, quando os
pacientes sao tratados com antidepressivos (Wolf, 1975; Reynolds, 2006).
Confirmando, assim, sua intima relagcdo ndo s6 com a DA e com a Depresséao (Jun, Z.,
e cols., 2013) mas também, importante influéncia nas doengas psiquiatricas.

Pelas razbes previamente discutidas, decidimos caracterizar associagoes
genéticas em pacientes com Depressao de Inicio tardio ou Doenga de Alzheimer nos

genes OX2R, AKT, AKT-IP, PER2, PER3 e CLOCK.
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2. Justificativa

20



A constatacdo da existéncia de um reldgio biolégico em seres humanos, e do
complexo controle dos ritmos bioldgicos exercido por um conjunto de genes altamente
expressos no nucleo supraquiasmatico, sustenta a hipotese de que alteragdes na
funcdo desses genes possam constituir substrato biolégico das alteragées dos ritmos
circadianos observadas em transtornos do humor, dentre eles a Depressao de Inicio
Tardio e doengas neurodegenerativas como o Alzheimer.

A investigacdo do possivel papel dos genes circadianos na DIT e na DA pode
levar a um melhor conhecimento sobre a neurobiologia das doengas, bem como trazer
enormes beneficios para questbes relacionadas ao diagndstico e ao tratamento,
contribuindo assim para um melhor controle dos sintomas e uma melhor qualidade de

vida das pessoas acometidas por estas doencas.
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3. Objetivos
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Considerando os dados da literatura, delineamos um estudo que visa estabelecer as
relacbes genéticas, demograficas e clinicas (qualidade do sono) envolvidas no
processo de depressao-deméncia no idoso. Nossos objetivos foram:

- Avaliar a existéncia de associacdo entre os polimorfismos funcionais e
intronicos (TagSNPs) do gene OX2R em idosos brasileiros com Depressao de Inicio
Tardio ou com Doenca de Alzheimer.

- Avaliar a existéncia de associagao entre os polimorfismos funcionais dos genes
PER2, PER3 e CLOCK em idosos brasileiros com Depresséo de Inicio Tardio ou com
Doenca de Alzheimer.

Avaliar a existéncia de associagcdo entre os polimorfismos intronicos
(TagSNPs) dos genes AKT1 e AKTIP em idosos brasileiros com Depressao de Inicio

Tardio ou com Doenca de Alzheimer.
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4. Artigos
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4.1 Artigo Publicado
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4.2 Artigo Submetido
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5. Materiais e Métodos
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5.1 Diagnéstico e Escolha dos individuos

Nossa amostra foi constituida por 583 individuos, os participantes foram
separados em trés grupos: controles, pacientes portadores de depressao maior de
inicio tardio (DIT), pacientes portadores de deméncia de Alzheimer (DA) de inicio
tardio. Os grupos foram comparados com relagdo aos dados sécio-demograficos,
variaveis clinicas e polimorfismos genéticos. Foram selecionados 222 pacientes com
DIT, 249 pacientes com DA e 112 individuos pertencentes ao grupo controle, todos
com mais de 65 anos, recrutados do Ambulatério do Instituto Jenny de Andrade Faria
de Atencdo a Saude do Idoso da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) no
periodo entre 2006 e 2011. Todos foram submetidos a avaliagdes geriatricas,
cognitivas, funcionais e comportamentais por profissionais treinados (Quadro 1).
Quadro 1: Bateria de instrumentos de avaliagdo cognitivas e de transtornos

psiquiatricos utilizada nos Centros de Atenc¢éo ao Idoso:

Folstein e cols., 1975;
Brucki e cols., 2003.
Brucki e cols.,1997
Morris e cols., 1989;
Bertolucci e cols., 1998.

Mini mental

Fluéncia verbal
Lista de palavras CERAD

Reconhecimento de figuras
Teste do reldgio

Inventario neuro-psiquiatrico
Escala de deméncia clinica
Dementia Rating)

Frontal and Assessment Batery (FAB)
Avaliacao funcional Pfeffer

Avaliacdo funcional Lawton

Avaliacdo funcional Katz

Critérios diagnésticos para depressao
GDS

MINI PLUS

Escala de depressao de Hamilton
Escala de Cornell

(CDR-

Clinical

Nitrini e cols., 1994
Nitrini e cols., 1994
Cummings e cols., 1994
Morris e cols., 1993

Dubois e cols., 2000
Pfeffer e cols., 1982
Lawton&Brody, 1969
Katz e cols., 1963

DSM IV
Almeida&Almeida, 1998
Amorim P, 2000
Hamilton M,1960
Alexopoulos GA, 1988;
Carthery-Goular, 2007.
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O diagndstico de DA provavel foi realizado de acordo com os critérios do
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA). Nao foram incluidos
casos de DA de inicio precoce. Os portadores de DA foram submetidos ao Inventario
Neuropsiquiatrico (NPI - Neuropsiquiatry Inventory) (Quadro 2). Foi realizado exame
neurologico, exames de sangue de rotina (como hematologia, bioquimica, horménio
estimulante da tiredide, niveis de vitamina B12 e acido fdlico, sorologia para sifilis e
sorologia para HIV, dependendo da histéria, e estudos de imagem cerebral (TC e/ou
RM). Os testes de rastreio cognitivo e avaliagao funcional incluiram o Mini-Mental State
Examination (Folstein, 1975), Protocolo CERAD (teste de palavras) (Bertolucci, 1998) e
teste de figuras, Clock Drawing Test (Nitrini, 1994), Escala de Atividades da vida Diaria
Katz (Katz e cols., 1963), Atividades instrumentais da vida diaria Pfeffer, Lawton
(Pfeffer, 1982; Lawton, 1969). Todos os pacientes foram classificados de acordo com
escala de Avaliagao Clinica de Deméncia (CDR) (Morris e cols., 1993). Para evitar os
casos de inclusdo Deméncia Vascular excluimos pacientes que obtiveram mais de 2
pontos na Escala isquémica Hachinski (Hachinski, 1974). Disturbios comportamentais e
psiquiatricos foram avaliados por uma avaliacdo direta do paciente e uma entrevista
com o cuidador primario em contato diario com o paciente. A Escala de Inventario
Neuropsiquiatrico (quadro 2), uma entrevista totalmente estruturada também foi
realizada. Critérios de exclusdo adotados foram: (a) histérico de esquizofrenia,
transtorno esquizoafetivo, transtorno delirante ou transtorno de humor com
caracteristicas psicoticas, transtorno de uso de drogas ou retardo mental de acordo

com critérios DSM-IV, (b) desordens vasculares cerebrais, deméncia mista,
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hidrocefalia, e intra-craniana em massa, documentada por tomografia computadorizada
ou ressonancia magnética nos ultimos 12 meses; (c) anormalidades em folato e
vitamina B12 sérica, sorologia para sifilis ou HIV, ou os niveis de hormdnio da tiredide,
(d) histérico de lesédo cerebral traumatica ou outra doenga neuroldgica (por exemplo
doenga Parkinson, doenga de Huntington), (h) auséncia de cuidador ou acompanhante,
que poderia informar corretamente sobre a hipotese e o comportamento do paciente,

nos casos de DA.

Quadro 2: Inventario Neuropsiquiatrico (NPI). Fonte: Protocolo de Avaliagédo

multidimensional do ldoso — Centro de Referéncia Jenny de Andrade Faria.

INVENTARIO NEUROPSIQUIATRICO (NPI - CUMMINGS et af, 1994

Intensidade: Fregiiéncra: | = ocasionalnente. menos de unn 12z por seniana;
1= leve: 2= moderado; 3 = grave; 2 = pouco freqiisntemente. cerca de uaw vezpor seniina;

v’:_fj- veats fa 1NLI9C TRZSE N0 CAME N a5 ndo todo dia:
J equentemente, Varias 1e2es por sennna, aas 1aoe oo dia.
4 = Musto Fegiientements. uma ov mnis vezes por dia ou contimamente

SIM
INTENSIDADE FREQUENCIA
SINTOMATOLOGIA NAO 1 2 1 213 4

Delusdo: 1détas de cunho persecutonio, de furto ou infidelidade.
Alucinacdes: visuats' anditivas’ tarets’ olfativas

Agitagio mquietnde. agressidade

Drsforia: baixa de bumor, tristeza

Ansiedade

Eufona

Apatsa: comportamento passivo, falta de mciativa.
Desumbicdo

Irntabilidade Labilidade emoctonal

Atrvidade motora aberrante: perambulagéo. ...

()

Os individuos do grupo controle foram selecionados entre os pacientes que
frequentaram o mesmo servigo e seguiram os mesmos protocolos descritos acima.

Eles apresentavam cognigdo normal para a idade, sem histéria pessoal e familiar (em
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parentes de primeiro grau) de doengas neuropsiquiatricas atuais ou pregressas. Eles
também foram submetidos ao Mini-international Neuropsychiatric Interview (MINI-
PLUS) (Sheeran e cols., 1998) versao em portugués (Amorim P, 2000) para excluir
outros disturbios psiquiatricos.

Todos os participantes assinaram um termo de consentimento que aprovado
pelo Comité de Etica local.

O diagnéstico de Transtorno Depressivo Maior de inicio tardio foi realizado
baseado nos critérios do DSM IV e da Escala de Depresséo Geriatrica (GDS) validada
em portugués (Sheikh e Yesavage, 1986; Almeida e Almeida, 1999). Foi considerado

5/15 o ponto de corte para o diagndstico de depresséo através do GDS (Tabela 1).

Tabela 1: Perguntas da Escala de Depressao Geriatrica.

§.
[
(o]

OO0 000000=2

Perguntas

1- Vocé esta basicamente satisfeito com sua vida?

2- Vocé se aborrece com freqtiéncia?

3- Vocé se sente um inutil nas atuais circunstancias?

4- VVocé prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas?

5- Vocé sente que sua situacd@o nao tem saida?

6- Vocé tem medo que algum mal va lhe acontecer?

7- Vocé acha que sua situacédo é sem esperanca?

8- Vocé acha maravilhoso estar vivo?

9- Vocé sente que sua vida esta vazia?

10- Vocé sente que a maioria das pessoas esta melhor que vocé?
11- Vocé se sente com mais problemas de meméria do que a
maioria?

12- Vocé perdeu muitos de seus interesses e atividades?

13- Vocé se sente de bom humor a maior parte do tempo?

14- Vocé se sente cheio de energia?

15- Vocé se sente feliz a maior parte do tempo?

Pontuacéo

Pontos de corte: 4/5.

B = I e N = 1/, ]

OO0 O -
_ -0
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5.2 Genotipagem

Todos os SNPs foram selecionados pelo banco de dados online HapMap

(www.hapmap.org) e pelo banco de dados da SNPs do PubMed

(http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/pubmed) (Tabela 2).

Tabela 2. Descrigao dos marcadores dos genes.

SNP Polimorfismo an’t';'?ral Posicdo
rs2494731 CIG C AKT1 CROMOSSOMO 14
rs3803304 C/G G AKT1 CROMOSSOMO 14
rs3730358 CIT C AKT1 CROMOSSOMO 14
rs2494738 AIG G AKT1 CROMOSSOMO 14
rs10149779 AIG G AKT1 CROMOSSOMO 14
rs2494746 CIG G AKT1 CROMOSSOMO 14
rs1130214 AIC A AKT1 CROMOSSOMO 14
rs9302648 GIT G AKTIP CROMOSSOMO 16
rs7189819 cIT C AKTIP CROMOSSOMO 16
rs10462020 V[Val] = G[Gly] GTC = GGC T PER3 CROMOSSOMO 1

rs228697 P[Pro] = A[Ala] CCT = GCT C PER3 CROMOSSOMO 1
rs934945 G[Gly] = E[Glu] GGA = GAA G PER2 CROMOSSOMO 2
rs6855837 L[Leu] = I[lle] CTT = ATT C CLOCK CROMOSSOMO 4
rs9370399 AIC A OX2R CROMOSSOMO 6
rs3134705 A/G A OX2R CROMOSSOMO 6
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rs9349768 AT A OX2R CROMOSSOMO 6

rs7741664 CIT T OX2R CROMOSSOMO 6
rs2134294 CIT T OX2R CROMOSSOMO 6
rs2653349 I[lle] > V [Val] ATT = GTT G OX2R CROMOSSOMO 6

A discriminagdo genotipica foi feita através do PCR-Real Time no modo de
discriminagao de alelos, no equipamento Strategene Mx3005, (MxPro QPCR System,
2007 Software, La Jolla, CA). O Protocolo utilizou TagMan® Genotyping Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

TagMan

O TagMan® é um tipo de ensaio fornecido pela ABI (Applied Biosystems Inc.,
Foster, CA) nas versdes assay-on-demand e assay-by-design constituido por dois
pares de oligonucleotideos: forward e reverse (oligonucleotideos na concentragéo de
900 pM), um marcador - 1 VIC® dye — detecta a presenga do alelo 1 (marcadores com
concentragao final de 200 uM), um marcador 2 FAM™ dye — detecta a presencga do
alelo 2 (marcadores com concentragao final de 200 uM).

A figura 6 mostra o resultado de PCR em tempo real.

O eixo y representa a fluorescéncia FAM e o eixo x representa a fluorescéncia

Hex (Fig 6).
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Figura 6. Exemplo de Grafico do Real Time PCR — discriminacao alélica

5.3 Analise Estatistica

Frequéncias de hapldtipos, alelo e o gendtipo foram comparados entre os grupos
com o teste de x2 utilizando o UNPHASED software (v.3.0.13). HAPLOVIEW 4.2
software foi usado para andlise do equilibrio Hardy-Weinberg e linkage disequilibrium
(LD). Odds ratio (OR) e o calculo de 1000 permutacdes foram obtidos através do
UNPHASED. Todos os testes de significancia foram P < 0,05.

Com o Programa Prisma obtivemos resultados (ANOVA) descritivos que foram
obtidos utilizando porcentagens para as caracteristicas das covariaveis categoricas.

O software Multifactor Dimensionality Reduction (MDR) version 2.0 beta 7.2
(www.sourceforge.net/projects/mdr/) foi utilizado para aplicagdo da analise estatistica
para obter interagdes genéticas (epistasia) entre os SNPs, de acordo com a descri¢gao

de Moore (2004). Acurécia, sensibilidade, especificidade e precisdo foram analisadas
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através de um sistema de validagao cruzada entre 10 modelos. Neste modelo também

aplicamos a analise de permutacéo.
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6. Resultados
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6.1 Resultados Soécio-Demograficos

Nossa amostra foi constituida por 583 individuos, os participantes foram separados
em trés grupos: controles, pacientes portadores de depressdao maior de inicio tardio
(DIT), pacientes portadores de deméncia de Alzheimer (DA) de inicio tardio. Foram 222
pacientes com DIT, 249 pacientes com DA e 112 idosos do grupo controle, todos com
mais de 65 anos. Realizamos analise comparativa entre os controles e cada um dos
demais grupos, com relagédo as co-variaveis socio-demograficas (género, escolaridade,
idade) (Tabela 3).

A escolaridade foi avaliada por meio do levantamento do numero de anos de estudo
de cada participante. Desta forma, foi feito um agrupamento dos pacientes em relagéo
a este numero, sendo categorizados em inferior a quatro anos de estudo; de quatro a
oito; de nove a 11 anos de estudo; acima de 11 anos de estudo, mas ndo obtivemos

diferencgas estatisticas significantes (Tabela 3).

Tabela 3: Dados sécio-demograficos.

Controle Pacientes DIT Pacientes DA = P value
Total 112 222 249
Mulher/homem (n) 76/36 173/49 170/79 0.06
Idade (média + SD) 78.3 (£ 7.3) 75.7 (£ 8.1) 79 (£ 7.5) <0.01°
Educacao (média = SD) 3.09 (£ 2.6) 3.18 (£ 2.9) 2.89 (£ 3.1) 0.16

DIT: Depressao de Inicio Tardio; DA: Doenca de Alzheimer; n: numero; SD: Desvio Padrao.

@ Comparagcéo entre DIT e DA.
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6.2 Resultados Clinicos

Os dados demograficos e clinicos dos individuos do grupo controle sdo: média
de idade foi de 78 (+ 7,8) anos, 69% eram do sexo feminino e MMSE de 25,72 (+ 3,2).
Pacientes com DA apresenta 82 anos (+7,7) anos, 64% eram do sexo feminino e
MMSE de 10,3 (£ 5,09). Controle e DA ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas em relagéo a escolaridade (M = 3,7 SD = 3,8 anos de educagéao formal; M
= 2,5 SD = 3,1 anos de educagado formal, respectivamente). Foram estudados 222
individuos com DIT a média de numero absoluto de anos de escolaridade foi de 3,2
2,6 em ambos os grupos, sendo 2,43 + 4,0 para o grupo controle e 2,14 + 2,6 para o
diagndstico DIT (p = 0,054). A média foi de 9,5 GDS * 3,7 para o diagnéstico DIT e 2,3

* 1,4 para o grupo controle (p <0,01) (Tabela 4).

Tabela 4: Dados clinicos

Controle Pacientes DIT | Pacientes DA P value

MMSE (médiatSD) 243 (x4.0) 21.36(x2.6) | 13.16 (£4.7) <0.001"

GDS (média £ SD) 23(x1.4) 9.5(£3.7) _ <0.05°
Diabetes mellitus (%) 11.8 22.6 16.3 0.1
Dislipidemia (%) 36.6 26.3 254 0.06
Doenca coronaria arterial (%) 7.2 10.7 8.3 0.61
Fibrilagéo Atrial (%) 9.2 4.8 5.2 0.76
Hipertensao Arterial (%) 75 77.8 67.7 0.18
Fumo (%) 30.3 33.3 27 0.3
Alcolismo (%) 7.9 5.5 7.9 0.14
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Cancer (%) 2.6 8.1 6.8 0.52

9Sono (%) 85 51 40 €< 0.0001

Insuficiéncia Cardiaca (%) 3.9 10.2 8.4 0.48

MMSE: Mini-Exame do Estado Mental. GDS: Escala de Depressao Geriatrica. DIT: depressao de inicio
tardio, DA: doenca de Alzheimer, MMSE: Mini-Exame do Estado Mental. ® entre controle e DA; © valor
significativo (< 0,05)entre controle e DIT; A pergunta foi: Ele(a) dorme bem?. °p (0,0001) entre todos

grupos (fig. 7).

Os resultados da avaliagdo sobre a qualidade do sono (insOnia, hipersdnia ou sem

alteracao de sono) feita atrevés do relato do préprio pacente ou cuidador.

200
HEl Sim

[ 1 Néao
150 O

100+

ol M1

CTL DIT DA

Individuos

Figura 7: A pergunta foi: Ele(a) dorme bem?. °p (0,0001) entre todos grupos.
Controle(ctl) vs DIT < 0.0001; ctl vs DA < 0.0001; DIT vs DA 0.0149
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6.3 Resultados Genotipicos

Foram genotipados 586 individuos, com 19 SNPs sendo 7 de AKT1, 2 de AKTIP, 2
de PER3, 1 de PER2, 1 de CLOCK e 6 de OX2R (Tabela 2). Todos os SNPs
apresentaram uma alelo de menor frequéncia maior que 10%, que indica uma boa
penetrancia dos alelos na populagao. Todos os marcadores, com exceg¢ao do marcador
rs10149779, estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, o desequilibrio constatado com o
marcador rs10149779 pode ser explicado devido a estratificacdo das amostras ou por
caracteristicas étnicas. O erro de genotipagem foi investigado com repeticdo de 10%
de todas as amostras para todos os marcadores. Valores de p considerados

significativos quando < 0,05.

Tabela 5: Distribuigdo genotipica e alélica dos tagSNPs do gene AKT7 nos DAs e nos

controles — Unphased 3.0.13 (Dudbridge F, 2008).

Control Odds-R 95%Lo
Alzheimer Case (%) (%) (OR) 95%Hi x2 df p-value
AKT1
rs2494731
G/IG 64 (34) 28 (35) 1 (ref) 0.398 2 0.45
C/G 92 (48) 40 (50) 1.0 0.51-1.88
C/C 32 (17) 11 (13) 1.2 0.56 - 2.95
G* 219 (58) 96 (60) 1 (ref) 0.30 1 3.81
C 156 (41) 61 (38) 1.1 0.75-1.63
rs3803304
G/IG 12(6) 5(6) 1 (ref) 0.075 2 0.35
C/G 75(39) 32(40) 0.8 0.25-2.89
c/C 101(53) 42(53) 0.9 0.27 - 2.994
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G* 97(25)  41(25) 1 (ref) 0.0001 1 0.54

C 278(73) 116(73) 1.0 0.64-1.54
rs3730358
c/C 120(63) 64(81) 1 (ref) 3.81 2 0.14
T/IC 61(32) 15(18) 2.0 1.06 - 3.90

4.9e+008
TIT 7(3) 0(0) 7,25E+11 1.0e+009
c* 299(79) 142(89) 1 (ref) 3.08 1 0.07
T 76(20) 15(9) 2.2 1.26-4.13
rs2494738
G/IG 128(68) 47(59) 1 (ref) 2.316 2 0.14
AIG 52(27) 29(36) 0.6 0.35-1.13
A/A 8(4) 3(3) 0.9 0.24 -3.75
G* 307(81) 122(77) 1 (ref) 1.29 1 0.93
A 68(18) 35(22) 0.7 0.47 -1.21
rs10149779
G/IG 72(38) 41(51) 1 (ref) 3.92 2 0.98
G/A 88(46) 29(36) 1.7 0.95-3.02
A/A 28(14) 9(11) 1.7 0.76 -4.16
G* 129(34) 109(68) 1 (ref) 3.42 1 0.98
A 146(38) 48(30) 14 0.97 -2.17
rs2494746
G/IG 125(66) 43(54) 1 (ref) 2.87 2 0.45
C/G 45(23) 22(27) 0.6 0.32-1.49
c/C 18(9) 14(17) 04 0.17 -1.17
G* 293(77) 107(67) 1 (ref) 3.81 1 0.30
C 82(21) 50(31) 0.5 0.35-0.99
rs1130214
C/C 69(36) 38(48) 1 (ref) 4.93 2 0.41
A/C 85(45) 36(45) 1.2 0.6629 2.49
A/A 34(18) 5(6) 3.3 1.04 - 10.51
Cc* 221(58) 110(69) 1 (ref) 4.19 1 0.87
A 154(40) 47(29) 1.6 1.01-2.60

Tabela 6: Distribuicdo genotipica e alélica dos tagSNPs do gene AKTIP nos DAs e nos

controles — Unphased 3.0.13 (Dudbridge F, 2008).

AKTIP
rs9302648

T 67(35)  38(48) 1 (ref) 2.22 2 0.32
GIT 95(50)  24(30) 2.3 0.9867 5.48

41



G/G 26(13) 17(21) 0.8 0.3186 2.476

T 228(60) 100(63) 1 (ref) 0.17 1

G 147(39) 57(36) 1.1 0.65-1.94

rs7189819

TIT 26(13) 13(16) 1 (ref) 0.25 2 0.87
cIT 83(44) 31(39) 1.2 0.57 - 2.86

c/C 79(42) 35(44) 1.0 0.48 - 2.41

T 134(35) 56(35) 1 (ref) 0.001 1

C* 241(64) 101(63) 0.9 0.66 - 1.47

*Alelo Ancestral
Tabela 7: Distribuicdo genotipica e alélica dos SNPs do gene PER3, PER2

CLOCK nos DAs e nos controles — Unphased 3.0.13 (Dudbridge F, 2008).

Control 95%Lo
Alzheimer Case (%) (%) Odds-R 95%Hi x2 df p-value
PER3
r$10462020 GTC = GGC
V[Val] = G[Gly]
T 2314 7261 1 (ref) 195 2 0.37
T/G 6525  16.39 12 0.6545-2.382
G/G 3.318 0 12 14000
T* 528.1 161.6 1 (ref) 0.95 1 0.32
0.7323 -
G 7192  16.39 13 2.461
($228697 CCT =
GCT
P[Pro] = A[Ala]
G/G 2.151 0 1 (ref) 183 2 0.39
0- 3.826e-
CIG 3656 1446  1,73E-05 008
c/c 2613 7454  239E-05 00 214
G 40.86 1446 1 (ref) 0.31 1 0.57
c* 559.1 163.5 12 0.6281 2.332
PER?2
(s934945 GGA = GAA
G [Gly] = E [GIU]
A/A 9.31 2225 1 (ref) 0.11 2 0.94
A/G 8276 2559 0.7 01559 3.832
G/G 2079  61.19 0.8 01705 3.868
4.15e-
A 1014 3004 1 (ref) 005 1 0.99
G* 498.6 148 09 06258 1.593
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Control 95%Lo

Alzheimer Case (%) (%) Odds-R 95%Hi x2 df p-value
CLOCK

rs6855837 CTT =

ATT

L [Leu] = I[lle]

C/C 2.135 1.105 1 (ref) 1.53 2 0.46

C/A 35.22 9.942 1.8 0.1488 22.58

AJA 184.6 83.95 1.1 0.1017 12.74

c* 39.49 12.15 1 (ref) 1.05 1 0.30

A 404.5 177.8 0.6 0.3483 1.406

Tabela 8: Distribuicdo genotipica e alélica dos SNPs do gene OX2R nos DAs e

nos controles — Unphased 3.0.13 (Dudbridge F, 2008).

Control 95%Lo
Alzheimer Case (%) (%) Odds-R 95%Hi X df  p-value
OX2R
rs9370399
c/C 62.45 27.49 1 (ref) 4.31 2 0.11
AIC 165 40.63 1.7 0.9647 3.31
A/A 129.6 29.88 1.9 0.9925 3.673
C 289.8 95.61 1 (ref) 3.51 1 0.06
A* 424.2 100.4 1.3 0.9856 1.971
rs3134705
G/G 83.65 23.87 1 (ref) 2.52 2 0.28
AIG 67.16 11.31 1.6 0.7127 4.031
A/A 206.2 62.82 0.9 0.5161 1.7
G 2345 59.05 1 (ref) 0.42 1 0.51
A* 479.5 136.9 0.8 0.602 1.292
rs9349768
T 1217 2.178 1 (ref) 0.18 2 0.91
0.07129
AT 123.7 34.84 0.6 5.663
0.07502
A/A 221.1 60.98 0.6 5.611
T 148.1 39.2 1 (ref) 0.02 1 0.87
A* 565.9 156.8 0.9 0.5365 1.702
rs7741664
T 199.3 47.86 1 (ref) 1.49 2 0.47
CIT 128.4 42.16 0.7 0.4431 1.206
c/C 29.28 7.977 0.8 0.3584 2.167
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T 527.1 137.9
C 186.9 58.12
rs2134294

T 89.65 32.67
CIT 172.9 50.81
c/C 94.45 14.52
T 352.2 116.1
C 361.8 79.85
rs2653349 ATT = GTT | [lle] = V [Val]
G/G 267.7 73.22
AIG 89.25 24.78
A/A 0 0
G* 624.7 171.2
A 89.25 24.78

1 (ref)
0.8

1 (ref)
1.2
2.3

1 (ref)
1.4

1 (ref)
0.9

1 (ref)
0.9

0.5801 1.221

0.6316 2.433

0.9546 5.887

0.9755 2.289

0.5707 1.7

0

0.5958 1.635

0.81

3.88

3.45

0.003

0.002

0.36

0.14

0.06

0.95

0.95

N&o foram obtidos resultados significativos entre dos genes AKT1, AKTIP,

PER3, PER2, CLOCK e OX2R entre pacientes com DA e o grupo controle.

Uma analise feita com pacientes com Depressdo de Inicio Tardio, que se

caracteriza pela ocorréncia da depressdo somente apds os 65 anos de idade e ser

considerada um prodromo para a doenga de Alzheimer (Alexopoulus, 2003),

encontramos algumas associagdes. Na analise alélica, o SNP rs3730358 de AKT1

mostrou associagao do alelo T (p=0.003) com depresséao de inicio tardio (DIT) (Tabela

9). Para os outros marcadores de AKT1 nenhuma associagao alélica foi encontrada.

Para o mesmo polimorfismo houve uma associacdo com depressao de inicio tardio

para o individuo homozigoto T/T (p=0.006) (Tabela 9). Com os demais marcadores nao

foram observados associagdes na analise genotipica.

44



Tabela 9: Distribuicdo genotipica e alélica dos tagSNPs do gene AKT1 nos DITs

e nos controles — Unphased 3.0.13 (Dudbridge F, 2008).

Case Control 95%Lo p-

DIT (%) (%) Odds-R 95%Hi x2 df value
AKT1

rs2494731
G/G 64 (34) 28 (35) 1 (ref) 0.398 2 0.81
CIG 92 (48) 40 (50) 1.0 0.51-1.88
C/C 32(17) 11 (13) 1.2 0.56 - 2.95
G* 219 (58) 96 (60) 1 (ref) 0.30 1 0.58
C 156 (41) 61 (38) 1.1 0.75-1.63
rs3803304
G/G 12(6) 5(6) 1 (ref) 0.075 2 0.96
CIG 75(39) 32(40) 0.8 0.25-2.89
C/C 101(53) 42(53) 0.9 0.27 - 2.994
G* 97(25)  41(25) 1 (ref) 0.0001 1 0.99
C 278(73)  116(73) 1.0 0.64 - 1.54
rs3730358
C/IC 120(63) 64(81) 1 (ref) 10.03 2 0.006
T/IC 61(32) 15(18) 2.0 1.06 - 3.90
T 7(3) 00)  7.25E+11  1oes00
C* 299(79)  142(89) 1 (ref) 8.37 1 0.003
T 76(20) 15(9) 2.2 1.26 - 4.13
rs2494738
G/G 128(68) 47(59) 1 (ref) 2.316 2 0.31
A/G 52(27) 29(36) 0.6 0.35-1.13
A/A 8(4) 3(3) 0.9 0.24 -3.75
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G* 307(81)
A 68(18)
rs10149779

G/G 72(38)
G/A 88(46)
AIA 28(14)
G* 129(34)
A 146(38)
rs2494746

G/G 125(66)
C/G 45(23)
c/C 18(9)
G* 293(77)
C 82(21)
rs1130214

c/C 69(36)
AIC 85(45)
AIA 34(18)
c* 221(58)
A 154(40)

122(77)
35(22)

41(51)
29(36)

9(11)
109(68)
48(30)

43(54)
22(27)

14(17)
107(67)
50(31)

38(48)
36(45)

5(6)
110(69)
47(29)

1 (ref)
0.7

1 (ref)
1.7

1.7
1 (ref)
1.4

1 (ref)
0.6

0.4
1 (ref)
0.5

1 (ref)
1.2

3.3
1 (ref)
1.6

0.47 - 1.21

0.95 - 3.02

0.76 - 4.16

0.97 - 2.17

0.32-1.49

017 -1.17

0.35-0.99

0.6629 2.49

1.04 - 10.51

1.01-2.60

1.29

3.92

3.42

2.87

3.81

4.93

4.19

0.25

0.14

0.06

0.23

0.06

0.08

0.06

* Alelo Ancestral; italico: resultado estatisticamente significativo.
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A analise haplotipica feita utilizando-se o programa Haploview 4.1 ndo mostrou
bloco haplotipico entre as amostras de AKT1 e os pacientes com DIT que
apresentaram um valor significativo para associagao (Fig. 8).

Esta figura indica a associagao entre dois marcadores, cada losango representa
a recombinacgao entre apenas dois SNPs. As cores aumentam de intensidade conforme
a diminuicdo de recombinagao entre os marcadores, o vermelho vivo indica assim, uma
baixa recombinagao alélica entre os dois marcadores.

Figura 8: Disequilibrio de ligacao (Linkage Disequilibrium - LD).
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Figura 8. Analise de desequilibrio de ligagdo (LD) foi realizado para cada par de tagSNPs HAPLOVIEW
(v.4.1). No LD plot, cada losango (com valores de D' escrito dentro), representa uma relagdo entre os
dois SNPs. Os losangos vermelhos indicam LD estatisticamente significativo entre o par de SNPs. Essa
medida é feita pelo valor D'. Cores escuras de vermelho indicam maiores valores de D', até um maximo
de 1, e os losangos brancos indicam pares D' valores de <1 sem evidéncia estatisticamente significativa
de LD. (a) LD AKT1. O bloco gerado sob intervalo de confianga algoritmo de HAPLOVIEW é marcado
(linha preta). Este bloco é constituido por dois tagSNPs (rs10149779 e rs1130214). O valor de D’ e r de
cada par de SNPs demonstrou que os dois SNPs apresentaram D' = 0,95 e 20,9 (b) LD AKTIP D' =1
er’=0,35.

47



Para o SNP com valor significativo (rs3730358) a analise obtida pelo Haploview
4.1 apresentou baixo desequilibrio de ligagcdo. Portanto ndo apresenta bloco haplotipico
para esse SNP (D’: 0,57; r: 0,143) (Fig.8). Este programa apresenta como cofatores
estatisticos o D* e o r?, que representam a recombinacdo em funcdo do nimero

amostral e da distancia entre os marcadores com um cutoff de D’2 0,95 e r’> 0,8.

Tabela 10: Distribuicdo genotipica e alélica dos tagSNPs/SNPs do gene AKTIP,

PER3, PER2 e CLOCK nos DITs e nos controles — Unphased 3.0.13 (Dudbridge F,

2008).
Control 95%Lo
DIT Case (%) (%) Odds-R 95%Hi x2 df  p-value
AKTIP
rs9302648
T 67(35)  38(48) 1 (ref) 4.95 2 0.08
GIT 95(50)  24(30) 23 0.9867 5.48
G/IG 26(13) 17(21) 0.8 0.3186 2.476
T* 228(60)  100(63) 1 (ref) 0.17 1 0.67
G 147(39)  57(36) 1.1 0.65- 1.94
rs7189819
T 26(13)  13(16) 1 (ref) 0.48 2 0.78
CIT 83(44)  31(39) 1.2 0.57 - 2.86
cic 79(42)  35(44) 1.0 0.48 - 2.41
T 134(35)  56(35) 1 (ref) 0.001 1 0.96
Cc* 241(64)  101(63) 0.9 0.66 - 1.47
PER3
rs10462020 GTC = GGC
V[Val] = G[Gly]
T/T 150.6 72.39 1 (ref) 493 2 0.08
T/G 53.05 16.61 1.5 0.7896 2.981
GIG 5.305 0 4,10E+11 6.3990+008
T 354.3 161.4 1 (ref) 3.43 1 0.06
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G

rs228697 CCT = GCT

P[Pro] = A[Ala]
GIG

C/G
C/IC
G
C*
PER2

rs934945 GGA = GAA

G [Gly] = E [Glu]
A/A

A/G

G/IG

A

G*

CLOCK
rs6855837 CTT =
ATT
L [Leu] = I[lle]
C/C
C/A
A/A
C*

A

63.65

2.212

21.01
185.8
25.43
392.6

5.387
56.02
147.6
66.79
351.2

2.125
32.94
236.9
37.19
506.8

16.61

0

14.65
74.35
14.65
163.4

2.253
24.78
61.96
29.29
148.7

1.105
9.942
83.95
12.15
177.8

1.7

1 (ref)

1,26E-05
2,19E-05

1 (ref)
1.3

1 (ref)
0.9
0.9

1 (ref)
1.0

1 (ref)
1.7
1.4

1 (ref)
0.9

0.9435 3.228

0 2.87e-
008

1.012e-008 4.726e-008

0.6824 2.806

0.1703 5.248
0.1877 5.29

0.6278 1.709

0.1396 21.25
0.1312 16.41

0.4621 1.876

3.38

0.78

0.03

0.01

0.26

0.04

0.18

0.37

0.98

0.89

0.87

0.84

Nao foram obtidos resultados significativos dos genes AKTIP, PER3, PER2 e

CLOCK entre pacientes com DIT e o grupo controle.
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Tabela 11: Distribuicdo genotipica e alélica dos tagSNPs/SNP do gene OX2R

nos DITs e nos controles — Unphased 3.0.13 (Dudbridge F, 2008).

Control 95%Lo Valor p

DIT Case (%) (%) Odds-R 95%Hi x? df  (permut.)

OX2R
rs9370399
C/C 57.73 37.59 1 (ref) 1.22 2 0.54
AIC 152 72.76 1.3 0.78-2.34
A/A 81.29 43.65 1.2 0.66 - 2.21
C 267.4 147.9 1 (ref) 0.29 1 0.58
A* 314.6 160.1 1.0 0.80 - 1.47
rs3134705
G/G 71.24 35.44 1 (ref) 0.16 2 0.92
AIG 57.96 33 0.8 0.45-1.67
A/A 161.8 85.56 0.9 0.55-1.59
G 200.4 103.9 1 (ref) 0.03 1 0.84
A* 381.6 204.1 0.9 0.70-1.33
rs9349768
T 16.17 6.696 1 (ref) 0.38 2 0.82
AIT 87.76 53.57 0.6 0.12-3.62
A/A 187.1 93.74 0.8 0.16 - 4.21
T 120.1 66.96 1 (ref) 0.04 1 0.82
A* 461.9 241 1.0 0.59 - 1.91
rs7741664
T 179.3 77 1 (ref) 478 2 0.09
CIT 95.45 65.51 0.6 0.40 - 0.97
C/C 16.3 11.49 0.6 0.25 - 1.44
T* 454 219.5 4.22 1 0.03
C 128 88.49 0.6 0.49-0.98
rs2134294
T 80.49 46.95 1 (ref) 8.49 2 0.06
CIT 113 80.76 0.8 0.44 - 1.49
C/C 97.52 26.29 2.1 1.02-4.58
T* 274 174.7 1 (ref) 4.2 1 0.03
C 308 133.3 1.4 1.01-2.13
rs2653349 ATT = GTT [ [lle] = V [Val]
G/G 225.9 119.1 1 (ref) 0.004 1 0.94
AIG 65.06 34.89 0.9 0.58 - 1.63
AIA 0 0 0 0

50



G* 516.9 273.1 1 (ref) 0.003 1 0.95
A 65.06 34.89 0.9 0.61 1.58

Na analise alélica, o tagSNPs rs7741664 e rs2134294 de OX2R mostraram
associagao dos alelos C (p=0,03) para ambos polimorfismos entre DIT e o grupo
controle (Tabela 11). O rs2134294 mostrou também, associacdo genotipica C/C
(p=0,01) para risco de desenvolver DIT em comparagdo com o grupo controle com um
odds ratio de 2,1. Apés teste estatistico para verificagdo da confiabilidade (post hoc) de
1000 permutagbes os valores obtidos foi de 0,06 (Genotipo). Para os outros

marcadores de OX2R nenhuma associagao foi encontrada.

Figura 9: LD dos gene OX2ZR e pacientes com DIT.
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Para os tagSNPs com valor significativo (rs7741664 e rs2134294) a analise
obtida pelo Haploview 4.1 apresentou um desequilibrio de ligacdo (D’: 0,82; r*: 0,6)

considerando nosso ponto de corte de D’: 0,95; r% 0,8.
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Na analise de interagdo entre os genes através do Multifactor Dimensionality
Reduction (Moore e cols., 2006; Ritchie e cols., 2001) o dendograma, apresenta uma
relagdo de sinergia que denota situagao na qual a interagdao, baseada em entropia,
entre os dois SNPs prove mais informagdo do que a correlagdo entre o par. E,
redundancia refere-se a situagao na qual a interagdo, baseada em entropia, entre os
dois SNP promove menos informacao do que a correlacéo entre os pares.

Quando a combinacao dos polimorfismos provocar uma perda de informagao, ou
seja, diminui o poder de predicdo da doenga, sugere-se uma correlagdo ou

redundancia (coloragao verde e azul no dendograma) (Fig. 10)

sinergismo [ 0 | B Redundincia

rs3730358

rs2134294

rs7189819

rs6855837

Figura 10: Dendrograma da interagdo gene-gene dos pacientes DIT e controles. As cores da legenda
compreendem um espectro representando a transi¢ao de sinergismo para redundancia. Observam-se as
seguintes interagdes: redundante entre rs3730358 (AKT1) e rs2134294 (OX2R); também redundancia
entre rs7189819 (AKTIP) e rs6855837 (CLOCK) e nao apresentou significancia sinérgica.
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Admite-se que ocorreu sinergismo (representado no dendograma pelas cores

vermelha e laranja), por exemplo em casos de epistasia (Fig. 11).

sinergismo [ E B Redundincia

rs6855837

rs3730358

rs7189819

rs2134294

Figura 11: Dendrograma da interagdo gene-gene dos pacientes DA e controles. As cores da legenda
compreendem um espectro representando a transigdo de sinergismo para redundancia. Observam-se as
seguintes interagdes: sinergismo entre rs6855837 (CLOCK) e rs3730358 (AKT1); também sinergismo

entre rs7189819 (AKTIP) e rs2134294 (OX2R) e nao apresentou significancia de redundancia.

O programa MDR analisa também o valor de p apds a permutagao, para certificar que

os testes sdo validos.
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Tabela 12: Resultados das interagbes genéticas pelo MDR, apds anadlise de

permutacgao.
Valor de p
Interagdo genética Acuracia (%) Consisténcia (apbs permutacgio)
DIT
rs3730358, rs7189819,
rs2134294 0,69 10/10 0,001
DA
rs6855837, rs3730358 0,64 10/10 0,03

DA: doenga de Alzheimer; DIT: depressao de inicio

estatistica que comprova teste validado.

tardio. Valores de p representam significancia
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7. Discussao
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Com o crescimento do numero de idosos, torna-se cada vez mais urgente o
conhecimento da doenga de forma que permita a criagdo de agbes que garantam a
saude fisica, psicoldgica e social dos idosos. Mesmo que a Doenga de Alzheimer tenha
sido descrita ha mais de um século, ainda precisamos de diagndsticos confidveis da
doencga. Dessa forma, € necessario conhecer as bases genéticas e 0s processos
fisiopatolégicos que culminam no desenvolvimento do mal de Alzheimer (Jellinger,
2009).

Uma das formas de entender quais sdo os processos que antecedem o inicio da DA
€ identificar os fatores de risco associados. Dentre esses fatores, a depressao de inicio
tardio merece um destaque especial pois esta constantemente ligada a um deficit
cognitivo e pode apresentar-se como uma manifestacdo inicial de deméncia
(Alexopoulos, 2005; Alexopoulos e Kelly, 2009; Korczyn e Halperin, 2009).

Uma meta-analise dos dados sobre a histéria da depressdo como um fator de risco
para deméncia foi realizada por Jorm em 2001. Nesse estudo, as analises apontam
para uma associacao entre sintomas depressivos e DA tanto em estudos de caso-
controle (risco relativo de 2,01) como estudos tendéncia (risco relativo de 1,87). As
duas hipbteses mais provaveis para essa associacdo sdo de que a depressio pode ser
um prodromo de deméncia e a depressao antecipa a manifestagdo clinica da
deméncia. Schweitzer e cols. (2002) argumentam que os estudos de DIT e deméncia
oferecem evidéncias convincentes de que DIT é frequentemente uma doenca
prodrémica de deméncia (Schweitzer e cols., 2002).

Antes negligenciados, os transtornos de sono associados a depressao tém sido alvo de

estudos recentes. Em torno de 80% dos pacientes com diagnéstico de depressao
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relatam mudangas nos padrbes circadianos (Guerra, 2004). Em estudos
epidemioldgicos longitudinais, insénia parece ser um importante preditor do aumento
do risco de depressdo no seguimento de um a trés anos (Riemann D., 2003). Além
disso, a insOnia persistente per se esta associada a recorréncia de episédio depressivo
(Ohayon M.M., 2002). A ocorréncia de uma reducao do tempo total e da eficiéncia do
sono (Montplaisir J., 1995), bem como, o adiantamento de fases com tendéncia a
deitar-se mais cedo e o despertar precocemente (Richardson G.S., 1982;) estariam
relacionados com a redugao da amplitude de diversos ciclos circadianos, tais como o
de secregao hormonal, temperatura corporal, redugcdo do sono de ondas lentas
(estagios 3, 4) e do sono REM (rapid eye movement) (Montplaisir J., 1995; Zhang L.,
2013; Shong, S.Y., 2012).

Além disso, os pacientes com doenca de Alzheimer apresentam episddios de
agitacdo noturna, alucinagdes hipnagogicas e deambulagdo sem finalidade. Algumas
dessa disfungdes podem ser atribuidas a crescente desorganizagdo nos ciclos
circadianos, possivelmente associada a atrofia do Nucleo Supraquiasmatico que tende
a aumentar de acordo com a gravidade da doenga (Gerritsen, D.L., 2013). Quando os
pacientes recebem drogas que potencializam a condugdo colinérgica, ocorre um
aumento da percentagem de individuos com melhora no sono paralelamente a melhora
cognitiva (Martorana A., 2010).

Neste estudo de associagcdo, usamos a estratégia de analisar polimorfismos de
genes relacionados ao ciclo circadiano que possivelmente estdo associados a doencga
a partir de hipoteses neurobiolégicas da Depresséo de Inicio Tardio e da Doenga de

Alzheimer. O modelo de estudo de genes candidatos, assim como o de polimorfismos
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candidatos, € um dos tipos de estudo de associagao, que pode ser feito baseado em
estudos de caso-controle (Teare e Barrett, 2005). Nesses estudos, temos como
problemas a estratificacdo da populagéo e o pareamento adequado (Evangelou, 2006).

Com relagdo aos dados clinicos, obtivemos significancia estatistica entre a média
da idade dos pacientes DA em relagcdo aos DIT, o que ndo ocorreu entre a média dos
controles e DA ou controles e pacientes com DIT (Tab. 4). Ressaltamos que
consideramos como idade do individuo aquela relacionada a data do diagndstico de DA
ou DIT, e ndo a idade cronoldgica. No grupo controle, foi considerada a idade baseada
na data de inclusdo dos participantes no estudo.

Apesar de ainda nao ser unanime a direta relacdo entre maior escolaridade e menor
risco de deméncia, Caamano-Isorba e cols. (2006) demonstraram em meta-analise que
o baixo nivel de escolaridade pode ser um fator de risco para deméncia, especialmente
na DA. Entretanto nossos resultados nao confirmam a associacdo entre baixa
escolaridade e DA. Na estratificacdo por género, também nao obtivemos associagéo
das médias entre os controles e pacientes com DIT ou DA. O que pode ser resultado
de pouca variabilidade da amostra.

Com relagdo aos resultados da genotipagem, obtivemos algumas associagdes
interessantes com DIT. N&do observamos nesse estudo associagao de nenhum gene
com DA apesar de alguns valores limitrofes que devem ser observados com cuidado.

Observamos que os genes AKT1 e OX2R estao associados a DIT. A presencga de
dois marcadores com valor de p significativo nos fez analisar a interagdo com o

desequilibrio de ligagdo que resultou em uma representagdo de desequilibrio de
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ligacao nao significativa, segundo os nossos parametros, o que significa uma alta taxa
de recombinacé&o entre os marcadores (Fig. 8 e 9).

As analises de epistasia através do MDR mostraram interacdo redundante entre
rs3730358 (AKT1) e rs2134294 (OX2R); também redundéncia entre rs7189819
(AKTIP) e rs6855837 (CLOCK) e nao apresentou significancia sinérgica na depressao
de inicio tardio. Importante ressaltar que o uso do MDR reduz indice de falsos
positivos, em fungdo da estratégia de validagao cruzada utilizada pelo método (Moore e
cols., 2006; Ritchie e cols, 2001). Os resultados de associagao significativa entre os
genes AKT1, OX2R e DIT corroboram com dados bem descritos e ja consolidados na
literatura em relagao a sinalizagao da proteina G acoplada ao receptor transmembrana.
O receptor de orexina acoplado a proteina G, uma vez ativado, desencadeia uma
cascata de sinalizacao intracelular fosforilando varias proteinas como, por exemplo,
ERK, GSK3B, CREB e Akt1 (Yang Guo, 2012). Yang e cols., observaram que a
fosforilagdo de CREB induzida pela ativagdo do Ox2r pode ser um importante alvo
farmacoldgico para o tratamento da depressao. A proteina Akt1 controla o crescimento
celular, ciclo celular e proliferagcdo celular, atuando direta ou indiretamente sobre
algumas cascatas e inibidores. E também um importante mediador da sobrevivéncia
celular inibindo diferentes sinais pré-apoptaticos. Akt1 fosforilada fica ativa que por sua
vez fosforila GSK-33 e CDK5, que s&o as quinases responsaveis pela fosforilagdo da
tau (Bain, 2007).

A depressao pode configurar um fator de risco para a deméncia, podendo atuar na
fisiopatologia desta através da influéncia do ciclo circadiano na secregdo de diversos

horménios, determinando alteragéo da liberagdo dos mesmos (Cardinali e cols., 2011).
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Além disso, na DIT, ocorrem alteragdes sistémicas importantes que incluem alteragdes
vegetativas, hipercortisolemia, aumento da gordura abdominal, redugdo da massa
O0ssea e aumento do risco de Diabetes tipo 2 e Hipertenséo Arterial Sistémica. Nesses
pacientes, as anormalidades no funcionamento dos sistemas neurais, disfungbes das
vias fronto-estriatais, amigdalas e hipocampo sdo acompanhadas por incapacidade
cognitiva (Alexopoulos, 2005; Alexopoulos e cols., 2005; Blazer & Hybels, 2005).
Embora esse estudo ndo mostre uma associagao estatistica entre os gendtipos de
AKT1/AKTIP e DA, o sistema PI3K-Akt-GSK3 tem um papel importante para a
fisiopatologia da doenca de Alzheimer, o que € confirmado pelos dados de sinergismo
entre CLOCK, AKT1/AKTIP e OXZ2R. Estudos recentes feitos utilizando um banco
detecidos cerebrais observaram que Akt e fosfo-Akt, possuem maior ativagao global em
cérebro de pacientes com DA em comparagdo com os controles (Rebecca e cols.,
2005). As alteracdes nos niveis de fosfo-Akt e Akt aparecem nas fases iniciais das
patologias neurofibrilares, e uma correlagao estatisticamente positiva entre os niveis de
fosfo-Akt que irdo fosforilar GSK3 pode causar a hiperfosforilagdo de tau (Lovestone e
Reynolds, 1997). Além do mais estratégias para inibir GSK3p estdo sendo
desenvolvidas como potenciais tratamentos na DA (Bhat e cols., 2004).
Estudos de gendmica funcional e amostras maiores e definidas demograficamente
podem trazer novas e interessantes perspectivas para o entendimento dos transtornos
do humor na senescéncia. Ha varios outros genes chamados circadianos que podem
ser investigados (TIM, BMAL1, CRY, CKI, WC1, AVP, DBP, CREM). Apesar de os
efeitos individuais da variagdo genética serem relativamente pequenos, as interagoes

entre genes e 0 meio ambiente podem contribuir significativamente para desvendar a
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vulnerabilidade a doenga. Além do mais, a ndo associagdo dos gendtipos entre os
pacientes com DA e os controles podem associar-se especificamente a uma das
comorbidades relacionadas a DA como, por exemplo, presenga de (Behavioural and
Psychological Symptoms of Dementia), BPSD, como: apatia, irritabilidade, ansiedade e
outros. Em relagdo aos nossos dados clinicos e socio-demograficos a populagéo
estudada apresenta um baixo nivel educacional e nao obtivemos diferencas
significativas entre os grupos o que pode ser decorrente da homogeneidade da
amostra. Apesar de algumas pesquisas apresentarem que o risco de depressao seria
maior para as mulheres em relagdo os homens (Weissman e cols., 1996) nao
obtivemos significancia estatistica separando por sexo os grupos. Ja para o fator clinico
sono, obtivemos um expressivo valor estatistico entre todos os grupos. Apesar de
estudos mostrarem que a idade per se, poderia ser um fator de risco para a qualidade
do sono (Furuta, 2009), nosso estudo mostrou que a qualidade de sono era boa em
85% dos individuos do grupo controle, isso poderia ser relacionado ao fato de alguns
desses pertencerem ao Programa de Atividade Fisica supervisionada para idosos
saudaveis na escola de Educacéao Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais, o
que mostra uma importante relagao entre o ciclo circadiano, que inclui o sono, e DIT e

DA.
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8. Limitacoes
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Algumas limitagbes devem ser levadas em consideragdao como: a diferenga entre
numero de casos e o numero de controles devido a grande dificuldade de obtencao de
controles idosos que preenchessem os requisitos de ndo terem histéria na familia de
alcoolismo nem apresentarem nenhuma doenga mental em parentes de primeiro grau.
Os dados de sono foram obtidos apds alguns anos da data da coleta do material
biolégico.

Nossos achados necessitam de replicagao em outras populagdes, pois este é o
primeiro estudo a avaliar 19 polimorfismos intrénicos e exonicos nos genes AKTT,
AKTIP, PER3, PER2, CLOCK e OX2R e a susceptibilidade a DIT e DA. Mais pesquisas
sd0 necessarias, especialmente em relagdo aos genes circadianos e seu exato papel
dentro da cascata patoldgica da DA que envolve, fatores patogénicos como amildide,
emaranhados neurofibrilares, estresse oxidativo, modulagdo imunolégica, a
excitotoxicidade, e assim por diante. Estes genes podem ser cruciais para a integragao
de fatores exdégenos e nocivos (como o estresse) e fatores genéticos. Além de nao ter

estudos das altera¢des do ciclo sono-vigiia.
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9. Conclusao
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Nossos dados, analisados juntamente, apresentam uma relagao significativa entre os
genes do ciclo circadiano e a Depressdao de Inicio Tardio mas n&o apresenta
associagao entre os mesmos genes e a Doenga de Alzheimer. O que, neste estudo néo
corrobora com a hipotese de que a DIT seria um prédromo para a Doenca de
Alzheimer, mas talvez um fator de risco. Algumas justificativas para isso poderiam ser
que a DIT faga parte do processo de envelhecimento de alguns individuos que talvez
possam desenvolver ou ndo DA. A alteragdo do ciclo circadiano, com por exemplo,
uma ma higiene do sono poderia desenvolver Depressdo em idosos. Ja no caso da DA,
0s processo que envolvem a doenga, como a perda neuronal, diminuicdo sinaptica e
toxicidade causada pela fisiopatologia da doenga poderiam causar as alteracbes em
todo o organismo o que inclui o disturbio do sono. Dessa forma, a alteracdo do sono
em pacientes DIT poderia ser um sintoma anterior a depressao, ja a alteragao do sono
em pacientes com DA surgiria depois da identificacdo do diagndstico, devido ao seu
grau de complexidade.

Finalmente, este estudo contribui para o conhecimentos de algumas relagdes
entre os genes circadianos, DIT e DA e nos mostra o grande desafio para melhorar a

qualidade de vida dos idosos.
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