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RESUMO

A forma esporadica da Doenca de Alzheimer (DA) é complexa e heterogénea com numerosos
polimorfismos genéticos que interagem entre si e com fatores ambientais influenciando a
susceptibilidade a doenca. O principal fator de risco genético estabelecido é o alelo €4 da
apolipoproteina E (APOE). O Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico (CCLa) é uma
sindrome heterogénea que representa um estagio intermediario entre o envelhecimento
cognitivo normal e a deméncia. No CCLa ocorre comprometimento da meméria exclusivo -
CCLa Unico dominio - ou associado ao comprometimento de outros dominios da cognigéo -

CCLa multiplos dominios. O risco de evolucdo para DA é maior no CClLa.

Nosso objetivo neste trabalho foi estudar o impacto de polimorfismos genéticos de quatro
genes (APOE, BDNF, DCHS2 e GAB2) e de fatores de risco sociodemograficos e clinicos no
risco de desenvolver CCLa e DA e em seus endofenotipos - idade de inicio da doenca e
desempenho em testes cognitivos (Mini-Exame do Estado Mental [MEEM] e escala para
avaliacdo de deméncia Mattis). Selecionamos 536 individuos com idade superior a 60 anos
que foram submetidos ao mesmo protocolo de pesquisa e separados em trés grupos: controles

com cognicdo normal para idade e escolaridade, CCLa e DA.

Nossos resultados mostraram associacao entre diabetes mellitus tipo 2 (DM) e o CCLa; entre
dislipidemia e 0 CCLa apenas em mulheres; entre idade avancada e baixa escolaridade com a
DA; e entre a hipertensdo arterial e a DA apenas no subgrupo ndo carreador do alelo €é4. Com
relacdo aos polimorfismos, os genes DCHS2 e APOE foram associados com o CCLa e com
DA. A presenga do alelo €4 foi correlacionada com inicio mais precoce da DA. Além disso,
observamos que os genes BDNF e APOE influenciaram o desempenho em testes cognitivos

dos grupos controle e CCLa.

Nossos dados sugerem diversos fatores associados com a DA em diferentes momentos
evolutivos de acordo com o background genético e com o sexo dos participantes ressaltando a

importancia de se levar em consideracdo essas diferencas nos estudos.



ABSTRACT

The late onset form of Alzheimer’s disease (AD) is complex and heterogeneous and there are
several genetic polymorphisms that interact each other and with non-genetic factors
influencing its susceptibility. The main established genetic risk factor is the €4 allele of the
apolipoprotein E (APOE). The amnestic form of the Mild Cognitive Impairment (aMCI) is a
heterogeneous syndrome that represents an intermediate stage between cognitive changes
from normal aging and dementia. The aMCI characterizes only by memory impairment —
single domain aMCI - or associated with other cognitive impairments — multiple domains
aMCI. The aMClI is a risk factor for progression to AD.

In this cross-sectional study we aimed to study the impact of genetic polymorphisms of four
genes (APOE, BDNF, DCHS2 e GAB2), and socio-demographic and clinic factors on the risk
of developing AD and its endophenotypes - age-at-onset of disease and performance on
cognitive tests (MMSE and Mattis Dementia Rating Scale). 536 elderly subjects were
selected, submitted to the same research protocol and divided into three groups: controls,
aMCI and AD.

Our results demonstrated an association of type 2 diabetes mellitus and aMCI; dyslipidemia
and aMCI only in women; advanced age and low level of education with AD and between
arterial hypertension and AD only in €4 non-carrier subgroup. Regarding the genetic
polymorphisms, the DCHS2 and APOE genes were associated with aMCI and AD. The &4
allele was correlated with an earlier onset of AD. We also observed that BDNF and APOE

genes influenced the cognitive performance of controls and aMCI individuals.
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1. INTRODUCAO

1.1 A transicdo epidemioldgica e o envelhecimento no Brasil

O Brasil tem passado nas Gltimas décadas por um acelerado processo de envelhecimento e um
aumento na expectativa de vida da populacdo. Segundo o DATASUS, em 2010, o Brasil
apresentava uma populacdo total de 190.755.799 habitantes, sendo 20.590.599 com idade
acima de 60 anos, correspondendo 10,8% da populacao brasileira. Em 2000 essa porcentagem
era de 8,6% e, em 1991, 7,3%. Projecdes populacionais do IBGE estimam que em 2020 uma
parcela de 13,7% dos habitantes tera idade superior a 60 anos (IBGE, 2008).

Esse processo determina importantes alteracbes no perfil epidemiologico e no quadro de
morbi-mortalidade. Embora seja um processo desigual nas diferentes regides do pais, essas
mudancas demogréaficas e epidemioldgicas tém um grande impacto sobre as politicas sociais e
de saude (IBGE, 2009), exigindo um melhor planejamento dos recursos e adequacdo da
infraestrutura. Nesse contexto, as doencas cronico-degenerativas estdo adquirindo cada vez
mais importancia, sendo a deméncia uma das mais importantes causas de morbi-mortalidade
(Nitrini, 1999).

1.2 A Doenca de Alzheimer

1.2.1 Epidemiologia e Apresentacdo Clinica

Os transtornos de deméncia caracterizam pelo desenvolvimento déficits em maltiplas funcées
cognitivas, incluindo memoria, atencdo e aprendizado, pensamento, orientacdo, compreensao,
calculo, linguagem e julgamento. Os déficits cognitivos sdo suficientemente graves para
comprometer o funcionamento ocupacional ou social e representam um declinio em relacdo a
um nivel anteriormente superior de funcionamento. Apresentam trés caracteristicas principais:

prejuizo da memdaria, problemas de comportamento e perda das habilidades (DSM-1V).

A prevaléncia média mundial de deméncia varia de 2,2% na Africa a 9,4% na Europa (Lopes

& Bottino, 2002). A Doenca de Alzheimer (DA) é o tipo mais comum de deméncia, sendo

responsavel por 60 a 80% dos casos (Sosa-Ortiz e cols., 2012). Contabiliza-se em 35,6
11



milhdes portadores de DA em todo o mundo e a expectativa é que este nimero cresga
atingindo 65,7 milhdes em 2030 — reflexo do envelhecimento da populagdo mundial (World
Alzheimer Report, 2010). Estima-se que a prevaléncia de DA dobre a cada cinco anos apos 0s
65 anos de idade (Ferri e cols., 2005). Semelhante aos ndmeros mundiais, no Brasil a
prevaléncia de deméncia na populacdo com mais de 65 anos é de 7,1% - sendo a DA
responsavel por 55% dos casos. ldade, sexo feminino e baixos niveis educacionais estdo

significantemente associados com uma alta prevaléncia de deméncia (Herrera e cols., 2002).

A DA é uma doenca cerebral degenerativa primaria de etiologia desconhecida (exceto em
casos familiais que correspondem 1 a 5% dos casos) com aspectos neuropatologicos e
neuroquimicos caracteristicos. Manifesta-se por deterioracdo da memoria e outras funcdes
cognitivas, comprometimento progressivo das atividades de vida diaria (AVD) (incapacidade
funcional) e pela presenca de sintomas neuropsiquiatricos e alteracbes comportamentais
(Minnati e cols., 2009). O transtorno é usualmente insidioso no inicio e se desenvolve lenta e
progressivamente durante um periodo de varios anos. Nos estagios iniciais, 0 paciente
apresenta esquecimento de fatos recentes, dificuldade para guardar novas informacGes e
queda em seu rendimento funcional em tarefas complexas. Com a progressédo da doenca, ha
um comprometimento de outras areas da cogni¢do (como a linguagem e funcdo executiva)
que tipicamente estd associado com dificuldade no trabalho, em situa¢bes sociais ou em
atividades domésticas. Nas fases mais avancadas, o paciente perde a capacidade de funcionar
de modo independente, tornando-se dependente de um cuidador (Abreu e cols., 2005; Bekris e
cols., 2010).

Em um estudo epidemioldgico brasileiro, Tatsch e cols. (2006) observaram que 78,3% dos
pacientes apresentavam um ou mais sintomas neuropsiquiatricos e alteracdes
comportamentais, entre os quais apatia (53,3%), depressdo (38,3%), alteracdes do sono
(38,3%), ansiedade (25%) e agitacdo/agressividade (20%) foram os mais comuns. Os
sintomas neuropsiquiatricos somados ao declinio cognitivo contribuem para o
comprometimento da funcionalidade e da independéncia destes pacientes aumentando 0s

custos com os cuidados (Vega e cols., 2007).

O diagnostico de DA baseia-se no quadro clinico. O diagnéstico envolve uma avaliacéo

completa do histérico do inicio e da progressdo dos sintomas, revisdo do histérico médico do

12



paciente, exame fisico completo, avaliagdo das habilidades funcionais e das funcGes
cognitivas nos dominios de memoria, atencédo, linguagem e habilidades visuoespaciais. Testes
laboratoriais (hemograma completo, TSH, enzimas hepaticas, vitamina B12, sorologia para
sifilis e AIDS, entre outros) e de neuroimagem estrutural e funcional também podem ser
utilizados. A avaliagdo cognitiva é feita com o auxilio de testes de rastreio cognitivo como o
Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) e com baterias multifuncionais de testes
neuropsicolégicos (McKhann e cols., 2011).

1.2.2 Patogénese e Neuropatologia

Do ponto de vista neuropatoldgico, a DA caracteriza-se por placas extracelulares compostas
por peptideos beta-amildides (AP) e emaranhados intracelulares da proteina tau (t)
hiperfosforilada em varias regibes cerebrais, denominados emaranhados neurofibrilares,
associados a perda neuronal e sinaptica (Braak & Braak, 1996). Observa-se também dano
microvascular, pronunciada inflamagdo nas regides cerebrais afetadas, déficit no transporte
axonal, disfuncdo mitocondrial e deplecdo de neurotrofinas e neurotransmissores (Querfurth
& LaFerla, 2010). A progressiva atrofia cortical é o principal correlato anatbmico da DA
ocorrendo primeiramente no lobo temporal medial (incluindo o hipocampo) (Minati e cols.,
2009).

O atual entendimento da patogénese da DA baseia-se na hipdtese da cascata amiloide. De
acordo com esta hipotese, € 0 acimulo e deposicdo do peptideo AP no cérebro o evento inicial
que leva a neurodegeneracao observada na DA (Hardy & Selkoe, 2002). AP € produzido pela
clivagem da proteina precursora amiloide (APP) durante o metabolismo normal. Evidéncias
de estudos genéticos, patologicos e funcionais tém demonstrado que o acimulo e agregacao
de AP se deve ao desequilibrio entre a sua produ¢do e a depurag¢do no cérebro (Liu e cols.,
2013). A forma oligomérica do peptideo apresenta significante neurotoxicidade o que leva a

morte celular e degeneracao sinaptica (Kayed e cols., 2003; Niedowicz e cols., 2011).

Outro marco neuropatologico da doenca € a presenca de emaranhados neurofibrilares. A
proteina axonal tau promove a formacdo e estabilidade dos micrétubulos e o transporte
vesicular. A sua forma hiperfosforilada € insoluvel, sem afinidade com os microtubulos e se

agrega em filamentos helicoidais formando os emaranhados. Assim como AP, os agregados
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de tau sdo citotoxicos e causam disfuncdo sinéptica, perda axonal e danos cognitivos (Minati e
cols., 2009; Querfurth & LaFerla, 2010).

1.2.3 Fatores de risco

A DA é classificada de acordo com o inicio dos sintomas clinicos: a DA de inicio precoce tem
seu inicio antes dos 60 anos e a DA de inicio tardio (do inglés LOAD - Late Onset
Alzheimer’s Disease ou forma esporadica) ap6s os 60 anos de idade (Tanzi, 2012). A forma

esporéadica é a mais frequente sendo responsavel por 95% dos casos.

A LOAD ¢ considerada uma desordem poligénica e multifatorial sendo influenciada por
multiplos fatores de risco genéticos e ambientais. A idade avancada e historia familiar da

doenca sdo os principais fatores de risco.

Além de fatores de risco genéticos, outros fatores vasculares e relacionados ao estilo de vida
tém sido associados com a doenca. Apesar das diferencas entre as populacfes estudadas, a
idade, o baixo nivel educacional e os fatores de risco cardiovasculares séo identificados como
importantes fatores de risco para o desenvolvimento da doenga. Outros fatores de risco estéo
relacionados ao estilo de vida (tabagismo e alto consumo alcoodlico), dieta (ingestdo de
gordura saturada, baixa ingestdo de vitamina B e alta ingestdo de homocisteina) e outros
(depressdo e injuria cerebral traumatica). Por outro lado, alguns fatores psicossociais (alto
nivel educacional, alta complexidade no trabalho, engajamento social e atividades
mentalmente estimulantes), fatores relacionados ao estilo de vida (atividade fisica e consumo
moderado de alcool) e a dieta (dieta mediterranea, consumo de vitamina D e vitaminas
antioxidantes, entre outros) estdo associados como fatores protetores contra a DA (Imtiaz e
cols., 2014; Reitz & Mayeux, 2014; Solomon e cols., 2014). Os fatores de risco genéticos

serdo discutidos em sessdo posterior.

1.3 O Comprometimento Cognitivo Leve

A trajetoria clinica da DA é considerada por muitos autores um continuo fisiopatolégico com

trés estagios principais: estagio assintomatico ou pré-clinico; sintoméatico prodrémico ou
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comprometimento cognitivo leve (CCL) devido a DA, e a deméncia de Alzheimer (Morris e
cols., 2014).

O CCL representa um estado intermediario entre as alteragcbes cognitivas normais do
envelhecimento e a deméncia. Pacientes portadores de CCL apresentam declinio cognitivo
maior do que o esperado para a idade e o seu nivel educacional. Entretanto, estas alteracfes
ndo interferem significantemente no desempenho das AVD e o paciente ndo preenche os
critérios para deméncia (Petersen e cols., 1999; Petersen, 2011). Esta condi¢do tem sido alvo
de grande interesse dos pesquisadores por ser favoravel a possiveis intervencGes terapéuticas

em estudo no presente e promissoras para um futuro proximo (Petersen e cols., 2001).

O CCL é uma sindrome heterogénea que pode progredir para DA ou outras deméncias,
permanecer estavel ou, até mesmo reverter para o funcionamento cognitivo normal (Sachdev
e cols., 2012). A incidéncia de deméncia entre esses pacientes € significativamente mais alta
do que na populagdo em geral variando entre 5 a 15% por ano. A prevaléncia estimada de
CCL em pessoas acima de 65 anos varia de 10 a 20% (Petersen, 2011). A prevaléncia
aumenta com a idade, em sujeitos portadores do alelo €4 da APOE e em homens e diminui
com altos niveis educacionais (Petersen e cols.,, 2010). Em um estudo epidemiolégico
brasileiro, a taxa de incidéncia de CCL em sujeitos acima de 60 anos foi 13,2 para cada 1000

pessoas por ano (Chaves e cols., 2009).

O CCL é dividido em dois subtipos baseado na presenca de comprometimento da memoria:
amnestico e ndo amnéstico. O tipo amneéstico € 0 mais comum e envolve predominantemente
prejuizo na memoria. Pacientes com CCL amnéstico (CCLa) tem maior probabilidade de
desenvolver a DA. O tipo ndo amnéstico envolve outros dominios da cogni¢do como, por
exemplo, a funcdo executiva, atencdo ou linguagem. De acordo com o ndmero de dominios
cognitivos afetados, o CCL também pode ser dividido em unico ou maltiplos dominios
(Petersen, 2011).

Idade avancada, baixo nivel educacional e hipertensdo arterial sistémica (HAS) estdo
associados com elevada incidéncia de CCL. A presenga do alelo ¢4 da APOE também é um
fator de risco para 0 CCL e para uma progressdo mais rapida para deméncia (Gauthier e cols.,
2006; Luck e cols., 2010).
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1.4 A Genética e os endofen6tipos

A forma tardia da DA tem um padréo de heranga geneticamente complexo em que os fatores
de risco genéticos agem em conjunto com os ambientais determinando a susceptibilidade a
doenca (Tanzi, 2012). A herdabilidade dos casos tardios é estimada em 60 a 80% (Gatz e
cols., 2006), envolvendo numerosos fatores de riscos genéticos de frequéncia relativamente

alta mas com baixa penetrancia (Bertram e cols., 2010).

Nos ultimos anos as analises genéticas tém focado na identificacdo de variantes comuns
através de estudos de GWAS (Genome-wide Association Studies). Desde 2009 GWAS em larga
escala ja identificaram 20 loci potencialmente relacionados a doenca (Medway & Morgan,
2014). A identificacdo de novos genes de susceptibilidade tem consolidado a importancia do
metabolismo da APP e da tau e relacionado também a resposta imune, a inflamacdo, o
metabolismo lipidico, a endocitose e o transporte intracelular nos processos da doenca (Tosto
& Reitz, 2013). Os principais genes identificados (fora da regido do gene APOE) foram:
clusterin, CR1, PICALM e BINL1 (Figura 1).

Figura 1 - Papel potencial dos genes relacionados (em vermelho) com a patogénese de DA.
(Adaptado de Tanzi, 2012)

Entretanto esses loci apresentam um efeito pequeno com odds ratio (OR) variando de 1,1 a
1,5, permanecendo ainda o alelo ¢4 da APOE como o principal fator de risco genético

(Bertram e cols., 2010; Tosto & Reitz, 2013). Aléem disso, replicaces positivas e negativas
16



dos mesmos genes tém sido reportadas na literatura. A heterogeneidade bioldgica e genética
entre as populacdes pode ser uma causa da falta de reprodutibilidade entre os estudos (Bettens
e cols., 2010). Uma proporc¢do substancial da variancia genética continua inexplicada pelos
genes de susceptibilidade conhecidos (Tanzi, 2012). Essa “herdabilidade perdida” pode ser
atribuida a variantes comuns com efeito pequeno, variantes raras de grande efeito e/ou
variagdes estruturais cromossdmicas e de nimeros de cdpias (Bertram e cols., 2010; Bettens e
cols., 2010). Efeitos epistaticos e interacdes entre genes também devem ser levados em
consideracdo (Tosto & Reitz, 2013).

Nesse contexto o estudo de endofendtipos pode ser uma abordagem alternativa ao tradicional
fenétipo de doenca binario (caso/controle) para a identificacdo de genes de susceptibilidade
para a DA. Os endofendtipos (ou fenétipos intermediarios) séo fendtipos biologicamente
relevantes, quantitativos e herdaveis. Representam um desfecho intermediario entre os genes e
0 diagnostico clinico, portanto estdo mais proximos da variacdo genética e mais facil de
detectar. S&o estatisticamente mais poderosos do que a abordagem caso-controle e constituem
uma medida mais homogénea e precisa (Ertekin-Taner e cols., 2013). Sao caracteristicas
geneticamente correlacionadas com a doenca e podem ser medidas em individuos afetados e
ndo afetados (Reitz & Mayeux, 2009).

Os endofenotipos mais comumente estudados na DA séo a idade de inicio da doenca, o
desempenho em testes cognitivos, exames de neuroimagem e biomarcadores no sangue € no

liquido cefalorraquidiano (Reitz e Mayeux, 2009; Shulman e cols., 2010).

1.5 APOE

O gene APOE (cromossomo 19g13.2) codifica a apoliproteina E (apoE, massa molecular de
34 kDa) que tem funcdo na regulacdo da homeostase lipidica atraves do transporte e entrega
de lipidios no plasma e no sistema nervoso central. E expressa em varios 6rgdos, com as
maiores expressdes no figado e no cérebro (Mahley & Rall, 2000). No cérebro, é produzida
principalmente pelos astrocitos seguido da microglia e, em algumas condi¢cdes, pelos
neurdnios (Kim e cols., 2009). As lipoproteinas contendo a apoE se ligam a receptores nos
neurdnios, promovendo a entrega de colesterol que é utilizado para crescimento, reparo e

sinaptogénese (Vance & Hayashi, 2010).
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O gene APOE possui trés variantes alélicas principais, €2, €3 e €4, que codificam proteinas
que diferem entre si por substituicbes de um Unico aminoacido (arginina — cistina) nas
posicdes 112 e 158. Os alelos ¢ sdo formados pela combinagdo dos nucleotideos C/T dos
polimorfismos rs429358 e rs4712. As diferencas entre aminoacidos alteram a carga e a
propriedade estrutural das proteinas, influenciando a funcéo das isoformas e a ligacdo com os
seus receptores e outros lipidios. As diferentes isoformas tém impactos diferentes nos niveis
sanguineos dos lipidios e lipoproteinas. Estima-se que a apoE é responsavel por 10% da
variacdo total nos niveis de colesterol (Mahley & Rall, 2000). O alelo &4 esta associado com
hiperlipidemia e hipercolesterolemia o que eleva o risco de aterosclerose e doencas
cardiovasculares (Lahoz e cols., 2001; Mahley & Rall, 2000).

O alelo €4 (Argl12, Argl58) é o principal fator de risco genético conhecido para a DA; cada
copia do alelo aumenta o risco aproximadamente 3 a 4 vezes e diminui a idade de inicio da
doenca (Corder e cols., 1993; Coon e cols., 2007). Por outro lado, o alelo €2 parece exercer
um efeito protetor (Corder e cols., 1994). Segundo revisdo de Liu e cols. (2013), a prevaléncia
do alelo €4 também é substancialmente mais elevada em pacientes com CCLa comparado
com controles, e pode ser considerado como um fator preditivo para determinar o desfecho
clinico e a progressdao para a DA. Condizente com as frequéncias mundiais, na populagédo
brasileira o alelo €3 ¢ o mais frequente (77%), seguido pelo €4 (16%) e €2 (7%) (Ojopi e cols.,
2004).

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar o papel das isoformas da apoE na
patogénese da DA. Evidéncias sugerem que o principal mecanismo é através da acdo no
metabolismo do peptideo AB (produgdo e depuragio), influenciando a deposicdo do peptideo
e a formacdo das placas senis. As isoformas afetam diferencialmente cada um dos processos
gue culminam na formacdo da placa amiloide. Outros mecanismos como efeitos na funcéo
sinaptica, plasticidade neuronal, neurotoxicidade, metabolismo lipidico anormal,
hiperfosforilacdo da tau e mediacdo da resposta inflamatéria também podem contribuir com o

processo da doenca (Dorey e cols., 2014; Kim e cols., 2009; Liu e cols., 2013).

Enguanto o impacto da APOE no risco e na idade de inicio da doenca é consistente entre 0s

varios estudos, ha controvérsias se os alelos influenciam os fen6tipos cognitivos e a taxa de
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declinio cognitivo que se segue ap6s o inicio da doenca. Apesar das discrepancias na literatura
sobre o efeito no desempenho cognitivo, o alelo €4 parece estar associado com um pior
desempenho em testes de funcdo cognitiva e maior taxa de declinio cognitivo em pacientes
com CCLa e DA (Cosentino e cols., 2008; Liu e cols., 2013; Whitehair e cols., 2010; Wisdom
e cols., 2011). Alguns estudos sugerem que o efeito do alelo €4 no declinio cognitivo é mais
forte nos estagios iniciais da DA e mais fraco no estagios mais tardios (Cosentino e cols.,
2008; Kim e cols., 2009). O alelo também pode estar relacionado a um pior desempenho em
testes de memoria episddica, funcionamento executivo e habilidades cognitivas globais em
sujeitos cognitivamente normais (Small e cols., 2004; Wehling e cols., 2007; Wisdom e cols.,
2011). Entretanto o efeito pode depender da idade, da escolaridade e dos dominios cognitivos
avaliados (Shin e cols., 2014).

Conforme revisado por Panza e cols. (2011), os alelos da APOE podem influenciar também as
manifestagdes neuropsiquiatricas que acompanham a doenga. Varios estudos relataram uma
significante associa¢ao entre o alelo €4 e um aumento na depressdo de inicio tardio, na
ansiedade, na apatia, nos sintomas psicoticos e na agitacdo e agressividade de pacientes com

DA. Entretanto os resultados sdo inconsistentes entre os estudos.

1.6 BDNF

O fator neutrotrofico derivado do cérebro - BDNF (Brain-derived neurotrophic factor)
pertence a uma familia de neurotrofinas amplamente expressa no sistema nervoso central com
as maiores concentracdes no hipocampo e no cértex cerebral (Hofer e cols., 1990). As
neurotrofinas sdo importantes reguladoras da neurogénese, sobrevivéncia, funcdo e
plasticidade neuronal durante o desenvolvimento e a vida adulta (Huang & Reichardt, 2001;
Mattson e cols., 2004).

Devido as suas variadas func¢@es no sistema nervoso, 0 BDNF e seus polimorfismos genéticos
tém sido relacionados com a patogénese de varias doencas neuropsiquiatricas e desordens de
personalidade (Hong e cols., 2011). O BDNF tem um papel chave na modulacdo da
transmissdo sinaptica e da plasticidade no cérebro (Bekinschtein e cols., 2008). Como 0s
processos de aprendizagem e memoria que dependem desses mecanismos celulares estdo

afetados na DA e no envelhecimento (Tapia-Arancibia e cols., 2008), varias evidéncias
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implicam a neurotrofina nos processos patoldgicos associados a DA (Diniz & Teixeira, 2011;
Fumagali e cols., 2006; Schindowski e cols., 2008; Zhang e cols., 2012).

A expressdo de BDNF e seus receptores estdo diminuidos no hipocampo e em algumas areas
corticais em pacientes com DA (Tapia-Arancibia e cols., 2008). Achados sugerem que o
peptideo B-amildide pode comprometer a sinalizacdo e a producdo do BDNF (Mattson e cols.,
2004). Ye e cols. (2011) sugeriram que o inicio da doenca esta intimamente relacionado com
a disfungdo mitocondrial e 0 comprometimento do transporte axonal de BDNF. A disfuncéo
mitocondrial observada na DA é decorrente do metabolismo anormal do peptideo AP. Esse
processo compromete o transporte axonal de BDNF e sua sinalizacdo, agravando a
sobrevivéncia neuronal e induzindo a perda de neurdnios e de sinapses, 0 que contribui para a
patogénese da doenca. Por outro lado, foi observado em modelos in vivo e in vitro que o
BDNF pode ter um efeito protetor contra a neurotoxicidade causada por Ap (Arancibia e
cols., 2008). Qutras evidéncias também apontam a neurotrofina em outros processos
relacionados a DA, como na fosforilagdo da proteina tau, na atividade inflamatoria e na
neurogénese hipocampal (Diniz & Teixeira, 2011; Schindowski e cols., 2008; Zhang e cols.,
2012).

A variedade de fungdes nas quais 0 BDNF esta envolvido parece estar correlacionada com a
complexidade do seu gene e a sua delicada regulacdo. O gene esta localizado no cromossomo
11p13-pl4 e é composto por onze éxons e nove promotores (Tapia-Arancibia e cols., 2008).
Seus transcritos podem estar envolvidos em diferentes fungdes celulares devido a sua

localizacgdo e traducdo seletiva dentro dos neurdnios (Ann e cols., 2008).

O polimorfismo funcional rs6265 (G/A) que resulta na troca do aminoacido valina (Val) pela
metionina (Met) no cddon 66 (Val66Met) tem sido alvo de estudo na DA, apresentando
resultados discordantes. Enquanto alguns estudos tem demonstrado o alelo Val mais frequente
em pacientes com DA do que em controles (Ventriglia e cols., 2002; Fehér e cols., 2009;
Huang e cols., 2007), outros ndo confirmam tal associacdo (Nacmias e cols., 2004; Bodner e
cols., 2005; Desai e cols., 2005). Apesar de ndo alterar a funcdo da proteina madura, o
polimorfismo resulta no rompimento do empacotamento do BDNF em granulos secretorios,
comprometendo a sua secrecdo dependente de atividade (Chen e cols., 2004; Egan e cols.,

2003). Quando as duas variantes (Val e Met) sdo expressas juntas na mesma célula ha a
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formacdo de heterodimeros de BDNF que sdo menos eficientes na formacdo dos granulos

secretorios, resultando em uma secrecdo quantitativamente diminuida (Chen e cols., 2004).

Um endofen6tipo associado com a variante € o comprometimento das habilidades cognitivas.
Voineskos e cols. (2011) observaram que o polimorfismo conferia risco de uma forma
dependente da idade nas estruturas cerebrais vulnerdveis nos estagios iniciais da DA e na
funcdo cognitiva de adultos saudaveis. A influéncia do BDNF na funcdo cognitiva pode
mudar ao longo da vida e o alelo Met pode ser neuroprotetor durante as fases mais tardias da
vida (Erickson e cols., 2008). Carreadores do alelo Met tém volume hipocampal reduzido e
déficits em tarefas de memoria que dependem do hipocampo, como recordacdo de locais e
eventos (Egan e cols., 2003; Chen e cols., 2008). Por outro lado, em individuos idosos, a
homozigose Val/Val estd associada com um pior desempenho cognitivo em tarefas de
memoria e funcdo executiva (Nagata e cols., 2012; Voineskos e cols., 2011; Erickson e cols.,
2008).

Além das células do sistema nervoso central, as plaquetas e células endoteliais vasculares
também sdo fontes de BDNF (Laske e cols., 2007). Ha uma correla¢do positiva (r = 0,81)
entre 0s niveis de BDNF sérico e do cortex e hipocampo (Erickson e cols., 2010).
ConcentracOes alteradas de BDNF no soro e no plasma tém sido relatadas em pacientes com
CCLa e DA. Relatos de aumento (Angelucci e cols., 2010; Faria e cols., 2014; Laske e cols.,
2006), diminuicdo (Laske e cols., 2007; Lee e cols., 2009; Leyhe e cols., 2008; Ventriglia e
cols., 2013) e nenhuma diferenca significativa nas concentracdes sanguineas (O’Bryant e
cols., 2010; Woolley e cols., 2012) ja foram descritos nas diversas publicagdes. Os resultados
inconsistentes podem ser explicados em parte pelos diferentes estagios da doenca estudados.
As concentracdes séricas variam com o curso da doenca e se correlacionam com a gravidade

da deméncia (Laske e cols., 2007).
1.7 DCHS2
O gene DCHS2 (dachsous cadherin-related 2 - cromossomo 4¢31.3) codifica a glicoproteina

protocaderina-23, expressa no cOrtex cerebral e pertencente a superfamilia das caderinas

(Hoeng e cols., 2004). Sua funcdo ndo é exatamente conhecida ainda, mas sabe-se que outros
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membros da familia a qual estd inserida (Fat-Dachsous) controlam a proliferacdo e a
polaridade planar das células (Hirano & Takeich, 2012).

A superfamilia das caderinas compreende proteinas transmembranas de adesdo celular
dependentes de célcio. A adesdo celular mantém a integridade funcional e estrutural dos
organismos multicelulares, sendo essencial em varios processos biolégicos e em vias de
sinalizacdo. A maioria destas proteinas € expressa no sistema nervoso central onde
contribuem para o desenvolvimento e adesdo seletiva do tecido neuronal, na formagdo das
redes neuronais, na sinaptogénese e na plasticidade sindptica (Hirano & Takeich, 2012).
Devido ao seu papel na regulacdo da morfogénese e em vérias vias de sinalizacdo
intracelulares, as caderinas ja foram relacionadas a varios transtornos neuropsiquiatricos como
0 autismo, a esquizofrenia e o retardo mental. Disfunc¢Ges na adeséo celular mediada por essas
proteinas podem alterar a conectividade e o processamento coerente de informagdes no

cerebro humano (Redies e cols., 2012).

Kamboh e cols. (2012) realizaram uma meta-analise com dados de trés GWAS independentes
com o objetivo de identificar genes associados com a idade de inicio da doenca. Como
esperado, o sinal mais significante foi observado na regido do gene APOE no cromossomo 19
(p < 5 x 10%). Fora dessa regido, a associagdo mais significante foi com o gene DCHS2
(rs1466662 T/A, p = 4,95 x 1077), sequido de outros dez loci. Como é expresso no cortex
cerebral, o0 gene se torna particularmente relevante como candidato para modificar a idade de
inicio da DA.

1.8 GAB2

O gene GAB2 (cromossomo 11g13.4-q13.5) codifica a proteina de ligacdo 2 associada ao Grb
(peso molecular: 97 — 100 kD). A proteina Gab2 pertence a uma familia de moléculas
intracelulares que interagem ou se ligam a varias proteinas de sinalizacdo, agindo como
mediadores, integrando e amplificando diferentes sinais celulares. Esses sinais sdo criticos

para o crescimento, sobrevivéncia, diferenciacdo e apoptose celular (Pan e cols., 2010).

Reiman e cols. (2007) conduziram um GWAS no qual foi observado pela primeira vez a

associacdo de GAB2 com o risco para desenvolver a DA. As analises feitas sugerem que o
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gene GAB2 interage com o alelo ¢4 da APOE modificando o risco para a DA. Seis
polimorfismos e um bloco haplotipico foram associados com a doenca sendo o SNP
(polimorfismo de um dnico nucleotideo) rs2373115 (G/T) o mais significativo. Em pacientes
portadores do alelo €4 o gen6tipo GG se correlacionou com risco aumentado para DA (OR =

2,36) enquanto no grupo ndo carreador deste genotipo ndo se observou diferenca significativa.

Gab2 pode ter um papel protetor contra a formacgédo dos emaranhados neurofibrilares e a morte
neuronal (Reiman e cols., 2007). Gab2 € o principal ativador da via de sinalizacdo PI3K. As
reacOes em cascata que se seguem ap0s a ativacdo do PI3K promovem a inativagdo do Gsk3 o
que por sua vez é responsavel pela fosforilacdo da tau (Pan e cols., 2010). As variantes
genéticas de GAB2 podem proteger 0s neur6nios através do aumento de sua expressao, 0 que
por sua vez esta associado com uma diminuicdo da patologia da DA (Reiman e cols., 2007;
Zou e cols., 2013).

Apesar dos estudos subsequentes terem apresentado resultados contrastantes, duas meta-

analises publicadas recentemente sugerem GAB2 como um forte gene candidato para explicar
a susceptibilidade para DA (Jin e cols., 2013; Zou e cols., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a associagdo entre polimorfismos dos genes APOE (alelos €), BDNF (rs6265),
DCHS2 (rs1466662) e GAB2 (rs2373115) e o CCLa e a DA em uma amostra de idosos

brasileiros.

2.2 Especificos

a. Avaliar a frequéncia dos polimorfismos descritos acima na amostra estudada
comparada com um grupo controle;

b. Avaliar a associacdo entre os polimorfismos descritos acima, variaveis clinicas e
sociodemograficas e o risco para 0 CCLa e para a DA,

c. Avaliar a influéncia dos polimorfismos descritos acima na idade de inicio da DA;

d. Avaliar a influéncia dos polimorfismos descritos acima no desempenho em testes

cognitivos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo e sele¢cédo da amostra

No periodo entre 2007 e 2013 foram selecionados 536 individuos com idade superior ou igual
a 60 anos em controle ambulatorial no Centro de Referéncia em Atencdo ao lIdoso do Instituto
Jenny de Andrade Faria de Atencdo ao ldoso e a Mulher do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A selecdo foi ndo probabilistica, por
conveniéncia. Os participantes sdo pacientes atendidos ambulatorialmente na instituicdo
supracitada, que é considerada como referéncia no diagnéstico e tratamento de transtornos
cognitivos em Belo Horizonte e utiliza protocolo padronizado para a avaliagdo dos pacientes.

Realizamos um estudo genético de associa¢do com corte transversal.

Todos os individuos foram submetidos a avaliacdo geriatrica completa com a aplicacdo do
Protocolo de  Avaliaghio  Multidimensional  do Idoso  (disponivel  em:
http://www.hc.ufmg.br/geriatria/). O Protocolo para diagnostico da DA com as baterias de
testes funcionais, cognitivos e de avaliagdo dos sintomas psiquiatricos e comportamentais
encontra-se elencado na Tabela 1. O diagnostico foi feito por geriatras capacitados. Os casos
eram discutidos e revistos periodicamente entre as equipes de geriatria, de psicogeriatria e de
neuropsicologia do Centro de Referéncia. Os prontuarios também foram revisados. Todos 0s
portadores de CCLa foram submetidos a avaliacdo neuropsicolégica para confirmacéo
diagnostica. O protocolo de avaliagdo neuropsicologica é constituido dos seguintes

questionarios:

a. Instrumentos de caracterizacao clinica: anamnese e Mini-Plus (Sheehan e cols., 1998);

b. Instrumentos de avaliacdo cognitiva global: Escala Mattis para Avaliacdo de
Deméncia (Porto e cols., 2003), MEEM (Bertolluci e cols., 1994) e Teste das Matrizes

Progressivas de Raven (Raven, 2000);

c. Instrumentos de avaliacdo cognitiva de funcGes especificas: Teste de Aprendizagem
Auditivo-verbal de Rey (Malloy-Diniz e cols., 2007), Teste da Figura Complexa de
Rey (Strauss e cols., 2006), Testes de Fluéncia Verbal Fonologica e Semantica

(Strauss e cols., 2006), Teste da Fluéncia de Desenhos (Strauss e cols., 2006), Teste da

25



Torre de Londres (Schlottfeldt e cols., 2010), Desenho do Reldgio (Schulman e cols.,
2000), Digitos (Nascimento, 2004); Cubos de Corsi (Corsi, 1973), Token Test —
Versdo Resumida (Renzi & Faglioni, 1978) e BAPX (Bateria de avaliagcdo das praxias,

elaborado pela equipe de neuropsicologia do Nucleo de Geriatria e Gerontologia do

Hospital das Clinicas - UFMG).

Tabela 1 - Bateria de testes cognitivos e funcionais utilizados para avaliagdo dos sujeitos

Testes

Referéncias

Mini Exame do Estado Mental (MEEM)

Folstein e cols., 1975; Brucki e cols.,
2003

Fluéncia verbal

Brucki e cols., 1997

Lista de palavras CERAD

Morris e cols., 1989; Bertolucci e cols.,
1998

Reconhecimento de figuras

Nitrini e cols., 1994

Teste do relégio

Nitrini e cols., 1994

Inventario neuropsiquiatrico (NPI)

Cummings e cols., 1994

Escala de deméncia clinica (CDR)

Morris e cols., 1993

Frontal and assessment battery (FAB)

Dubois e cols., 2000

Avaliacado funcional Pfeffer

Pfeffer e cols., 1982

Avaliacado funcional Lawton

Lawton & Brody, 1969

Avaliacdo funcional Katz

Katz e cols., 1963

Critérios diagnosticos para depressao

DSM IV (APA, 1994)

Escala de Depressdo Geriatrica (GDS)

Almeida & Almeida, 1999

MINI PLUS

Amorim P, 2000

Escala de depressdo de Hamilton

Hamilton M, 1960

Escala de Cornell

Alexopoulos GA, 1988; Carthery-Goular,
2007

Critérios diagnosticos provisérios de
depressdo na DA

Olin e cols., 2002
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Apos a aplicacdo dos testes de diagndstico, os participantes foram divididos em trés grupos
distintos: portadores de CCLa (n = 80), portadores de DA inicio tardio (n = 307) e controles
(n = 149). Os grupos foram comparados com relagdo aos dados sociodemogréficos e clinicos,
desempenho cognitivo na Escala de Avaliagio de Deméncia Mattis e polimorfismos
genéticos.

O diagndstico de CCLa foi feito segundo recomendac6es do The National Institute on Aging
and the Alzheimer’s Association (Albert e cols., 2011). O diagnéstico de DA provavel seguiu
os critérios do National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (Anexo 1).

Com o objetivo de excluir causas reversiveis de deméncia foram realizados os seguintes
exames complementares: dosagem de TSH, acido folico, vitamina B12, uréia, creatinina,
VDRL e anti-HIV e avaliacdo de funcBes hepética, conforme avaliagdo clinica. Também
foram realizados exames de neuroimagem como tomografia computadorizada de cranio e/ou
ressonancia nuclear magnética de encéfalo. Os critérios a seguir foram considerados de
exclusdo para o grupo DA: DA de inicio precoce, outras causas de deméncia ndo DA, outras
doencas neuropsiquiatricas associadas, como por exemplo, doenca de Parkinson. Para o grupo
CCL, os seguintes critérios foram considerados como excludentes: auséncia de
comprometimento de memoria; portadores de comprometimento cognitivo secundarios a
doencas psiquiatricas; determinado por medicamentos; comorbidades clinicas, como por

exemplo, hipotireoidismo, hipovitaminose B12, insuficiéncia cardiaca, renal e hepatica.

O grupo controle foi composto por pacientes com cognicdo normal para idade e escolaridade
que realizam controle clinico no mesmo servico por diversas situagdes clinicas. O grupo
também foi submetido ao mesmo protocolo de avaliacdo geriatrica. Como critério de exclusédo
estes individuos ndo possuiam historia pessoal ou familiar (familiares de 1° grau) de doencas

neuropsiquiatricas.

3.2 Variaveis analisadas

3.2.1 Dados sociodemograficos e clinicos

Os dados sociodemograficos (género, idade e escolaridade) e clinicos (idade de inicio da
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doenca, comorbidades e tabagismo) dos participantes, aléem de pontuacdo no MEEM e
classificacdo no Clinical Dementia Rating (Escala de deméncia clinica) (CDR), foram
utilizados para a caracterizagdo dos grupos e para correlagdo com as outras variaveis do

estudo.

A idade dos participantes do grupo de CCLa e DA baseou-se na data do diagndstico enquanto
para 0 grupo controle a idade baseou-se na data de avaliacdo e aplicacdo dos testes. A idade
de inicio da doenca foi considerada como aquela em que os participantes e/ou familiares do
grupo de CCLa e DA relataram o inicio dos primeiros sintomas de declinio cognitivo e
funcional. A escolaridade foi considerada como o nimero de anos de estudo de cada
participante.

As seguintes comorbidades clinicas foram utilizadas no estudo: hipertenséo arterial sistémica
(HAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM) e dislipidemia. O diagndstico de HAS seguiu as
recomendacdes da V Diretriz de Hipertensdo Arterial da Sociedade Brasileira de Cardiologia.
O diagnostico tambem foi considerado quando o participante encontrava-se em tratamento
anti-hipertensivo. O diagndstico de DM seguiu as recomendagfes do Expert Committee on
Diagnosis and classification of Diabetes Mellitus (The Expert Committee on the Diagnosis
and Classification of Diabetes Mellitus, 1997) e também foi considerado como portador de
DM o participante que fazia uso de hipoglicemiantes. O diagnéstico de dislipidemia baseou-se
nos critérios da IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemia e Prevencdo da Aterosclerose
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007) e também foi considerado se 0 paciente estava
em uso de hipolipemiantes. O tabagismo foi considerado quando o participante apresentava
historia de ter fumado 100 ou mais cigarros ao longo da vida, segundo critérios do National
Health Interview Survey — NHIS (CDC, 2009).

3.2.2 Escala para Avaliacdo de Deméncia Mattis
Em parte dos pacientes dos trés grupos (24 Controles, 66 CCLa e 48 DA) foi aplicada a
versdo brasileira da escala para avaliacdo de deméncia de Mattis (MDRS — Mattis Dementia

Rating Scale) (Porto e cols., 2003).

Esta escala é composta de 36 itens, distribuidos em cinco subescalas: Atencédo (8 itens, total
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de 37 pontos), Iniciagdo e Perseveracdo (I/P) (11 itens, total de 37 pontos), Construcdo (8
itens, total de 6 pontos), Conceituagdo (6 itens, total de 39 pontos) e Memdria (5 itens, total
de 25 pontos). A soma das cinco subescalas representa o grau de comprometimento cognitivo
e/ou gravidade do quadro demencial (Porto e cols., 2003).

3.2.3 Variaveis Genéticas — Polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs)
Foram genotipados e analisados os seguintes genes e seus SNPs potencialmente relacionados
com o CCLa e a DA: APOE (rs429358 e rs7412), GAB2 (rs2373115), DCHS2 (rs1466662) e

BDNF (rs6265) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo dos genes e polimorfismos estudados

Gene SNP Localizacéo Alelos Alelo Troca de aminoacido
Ancestral
APOE rs429358 Exon T/C C Cistina — Arginina
rs7412 Exon TIC C Arginina — Cistina
BDNF rs6265 Exon G/A G Valina — Metionina
DCHS2 rs1466662 intron T/IA T -
GAB2 | 152373115 Intron GIT T -

SNP: Single nucleotide Polymorphism

3.3 Genotipagem
3.3.1 Extracdo do DNA da amostra

O sangue venoso periférico dos participantes foi coletado em tubos com EDTA segundo 0s
critérios de biosseguranca e com material adequado. A extracdo do DNA gendmico foi feita
através do método de solucdo salina concentrada (Lahiri & Nurberger, 1991 — modificado por
Cavalli, 1996 e Salazar, 1997). O DNA extraido foi armazenado a 4°C em solucédo tampao,

quantificado e diluido para 30 ng/pL para analises posteriores.

3.3.2 Genotipagem por PCR em Tempo Real (Ensaio Tagman®)

O método de PCR em tempo real (Real Time PCR) no modo de discriminagdo alélica foi

utilizado para o estudo dos polimorfismos propostos. Foram utilizadas sondas Tagman®
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especificas (fragmento de DNA marcado usado para hibridizar outra molecular de DNA) para
cada polimorfismo estudado e o TagMan® Genotyping Master Mix (mistura que contém 0s
reagentes necessarios para a PCR), ambos fornecidos pela Life Technologies®. A PCR em
tempo real € uma metodologia rapida, relativamente simples e padronizada com alta

sensibilidade e especificidade.

Cada sonda adquirida contém dois primers (oligonucleotideos de iniciacdo) para amplificacéo
da sequéncia de interesse e duas sondas Tagman® especificas (marcadas com os fluoréforos
FAM® dye e VIC® dye) para a deteccéo dos dois alelos variantes de um SNP. A fluorescéncia
sO é emitida apds a clivagem exonucleésica da enzima Taq DNA polimerase que acontece
durante a amplificacdo (sendo chamado de ensaio 5’ nuclease). Com base na fluorescéncia
emitida pelos marcadores associados com as sondas determina-se qual o genotipo do paciente

com relacéo aquele polimorfismo.

A reacdo de PCR foi preparada com 2 pL do DNA (30 ng/uL), 5 pL do Master Mix, 3,9 pL
de &gua purificada e 0,1 pL da sonda. As condicdes de ciclagem foram 10 minutos iniciais de
desnaturacdo a 95°C seguido de 50 ciclos de anelacdo e extensdo de 15 segundosa 95°C e 1
minuto a 60°C. A placa de reacdo utilizada contém 96 wells (pogos de reacdo). Utilizamos
pelo menos trés controles negativos (reagentes da PCR sem o DNA) em cada placa. Para
controle de qualidade dos resultados, o procedimento de genotipagem foi repetido para 10%
das amostras selecionadas aleatoriamente para cada uma das sondas. A amplificacao e leitura
das placas de reacdo foram feitas no aparelho 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

3.4 Analises Estatisticas

A normalidade das variaveis quantitativas foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk. Os
testes t, one-way Anova (para distribuicdes normais), Mann-Whitney, Kruskal-Wallis (para
distribuicdes ndo paramétricas) e qui-quadrado (para variaveis categoricas) foram utilizados
para comparar 0s dados sociodemograficos, clinicos e o desempenho no teste
neuropsicologico entre 0s grupos de pacientes versus o grupo controle. As variaveis com o
valor p < 0,20 nas analises univariadas foram selecionadas para uma analise de regressao

logistica multivariada com sele¢do backward dos melhores preditores para o CCLa e a DA. O
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teste Hosmer-Lemeshow foi utilizado para verificar a adequacdo do modelo multivariado
final.

Todas as analises foram feitas para a amostra total e depois em subgrupos de acordo com a
presenca do alelo €4 e de acordo com o sexo dos sujeitos. As andlises estatisticas descritas
acima foram realizadas com o programa R (R core team, 2013). A significancia estatistica foi
considerada para p < 0,05.

O programa Unphased versdo 3.1.4 (Dudbridge F., 2008) foi utilizado para avaliar as
diferencas nas distribuicdes genotipicas e alélicas entre os grupos através do teste do qui-
quadrado (y°). Para garantir a veracidade dos resultados, foi aplicada a analise de 1000

permutacoes.
3.5 Consideracdes Eticas

Todos os participantes e seus acompanhantes foram previamente orientados quanto ao
protocolo de pesquisa e aos seus potenciais riscos e beneficios. A coleta de sangue dos
participantes para as analises foi realizada no préprio Instituto Jenny de Andrade Faria de
Atencdo ao ldoso e a mulher, mencionado acima, no mesmo dia da consulta médica. O
procedimento foi realizado em local de coleta apropriado e com material adequado. As
amostras de sangue receberam um cédigo numeérico e as informagdes dos pacientes foram

mantidas em sigilo durante todo o estudo.

Todos os participantes e/ou seus familiares/acompanhantes concordaram e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE), de acordo com as normas éticas da resolucao
196/96 (Anexos 2 e 3). Os participantes foram provenientes de dois projetos de pesquisa
distintos nos quais ndo houve conflito de interesse entre as pesquisas e 0s pesquisadores. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais - ETIC 334/06 (Anexo 4).
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4. RESULTADOS

4.1 Descricéo da Amostra

A amostra foi constituida de 536 sujeitos divididos em trés grupos: controles (149 sujeitos),
CCLa (80 pacientes) e DA (307 pacientes). Estudamos as seguintes variaveis
sociodemograficas e clinicas: idade, sexo, escolaridade, HAS, DM, dislipidemia e tabagismo.
A pontuacdo no MEEM e gravidade estabelecida por meio do CDR também foram utilizadas

para caracterizar a amostra (Tabela 3).

Tabela 3 - Descrigdo da amostra

Controles CCL Amneéstico DA
Total 149 80 307
Idade 76,5+ 7,7 76,1+7,5 78,4 6,8
Sexo (%oMulheres) 67,8% 57,5% 67,4%
MEEM 25,4+ 3,3 23,0+34" 14,4 +527
CDR 0 0,5 (0,5 — 0,5)** 1(1-2)**
Escolaridade (em anos) 4 (2-6) 4 (1-5) 3(0-4)"
Hipertensao Arterial Sistémica 73,2% 74,3% 76,5%
Diabetes Mellitus tipo 2 16,4% 34,7%* 19,0%
Dislipidemia 30,1% 39,7% 34,7%
Tabagismo 27,3% 23,6% 27,4%

Idade e MEEM apresentadas como média + desvio padrdo; CDR e escolaridade apresentadas como mediana (intervalo
interquartil). * p <0,05; ** p < 0,001 (comparado com o grupo controle). CCL: Comprometimento Cognitivo Leve; MEEM:
Mini exame do estado mental; CDR: Clinical Dementia Rating; DA: Doenga de Alzheimer.

O grupo controle foi significantemente mais novo que os pacientes com DA (p = 0,006) mas
ndo em relacdo ao grupo CCLa (p = 0,759). Observamos uma grande porcentagem de
mulheres e baixa escolaridade (p < 0,001) na amostra selecionada. Os pacientes com DA
apresentaram menor nivel educacional comparado aos controles (p < 0,001). A frequéncia de

DM foi maior entre os pacientes com CCLa quando comparado aos controles (p = 0,003).

Posteriormente, a amostra foi segregada de acordo com a presenca do alelo ¢4 da APOE:

carreadores deste alelo (g4 positivo) e nao carreadores (¢4 negativo) (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4 - Descrigdo do subgrupo APOE &4 positivo

Controles CCL Amneéstico DA
Total 39 (26,2%) 29 (36,3%) 157 (51,1%)
Idade 76,0 £ 8,3 74977 77,6 £6,5
Sexo (YoMulheres) 56,4% 51,7% 68,2%
MEEM 25,2+ 3,6 23,4 +34 14,2 +517
CDR 0 05+03" 1,607
Escolaridade (em anos) 4(1-7) 4(2-5) 3(0-4)
Hipertensao Arterial Sistémica 85,7% 80,8% 72,1%
Diabetes Mellitus tipo 2 18,2% 36,0% 18,4%
Dislipidemia 43,8% 53,8% 36,3%
Tabagismo 32,4% 36,0% 29,8%

Total apresentado como nimero absoluto de sujeitos (% em relagdo & amostra total); Idade, MEEM e CDR apresentadas
como média + desvio padrdo; escolaridade apresentada como mediana (intervalo interquartil). * p <0,05; ** p < 0,001
(comparado com o grupo controle). CCL: Comprometimento Cognitivo Leve; MEEM: Mini exame do estado mental; CDR:
Clinical Dementia Rating; DA: Doenca de Alzheimer.

No subgrupo carreador de €4, as variaveis correlacionadas com o CCLa ou a DA foram
apenas a pontuacdo no MEEM e na escala CDR — instrumentos utilizados como ferramenta
diagnoéstico e portanto auxiliar na alocacdo nos grupos. Por outro lado, no subgrupo &4
negativo as associacOes observadas na amostra total permaneceram. O diagnostico de DM foi
mais frequente no grupo CCLa em relacdo aos controles (p = 0,015). Os pacientes com DA
sdo mais velhos (p = 0,008) e apresentaram menor escolaridade (p = 0,001) do que 0s
controles. Além disso, o diagnostico de HAS foi mais frequente nos portadores de DA (p =
0,014). Dados complementares dos trés subgrupos (valor de p e testes estatisticos utilizados)

encontram-se nas tabelas suplementares 1, 2 e 3.

A amostra também foi segregada entre homens e mulheres e realizamos analises separadas
destes subgrupos. As associacdes observadas na amostra total permaneceram iguais nos dois
subgrupos. Todavia, ndo observamos diferenca significativa entre os grupos controle e DA

com relacdo a idade no subgrupo de homens (p = 0,147) (dados ndo mostrados).

33



Tabela 5 - Descrigéo do subgrupo APOE &4 negativo

Controles CCL Amneéstico DA

Total 107 (71,8%) 51 (63,8%) 147 (47,9%)

Idade 76,9+75 76,8 + 7,4 793+7,1
Sexo (YoMulheres) 72,9% 60,8% 66,0%

MEEM 25,4 +3,3 22,8+34" 145+51"

CDR 0 05+072" 1,6+0,7"

Escolaridade (em anos) 4(2-5,5) 3,5 (1-4) 3(0-4)"
Hipertens&o Arterial Sistémica 68,3% 70,8% 82,0%"
Diabetes Mellitus tipo 2 16,2% 34,0% 20,1%
Dislipidemia 24,2% 31,9% 32,4%
Tabagismo 25,8% 17,0% 25,6%

Total apresentado como nimero absoluto de sujeitos (% em relagdo & amostra total); Idade, MEEM e CDR apresentadas
como média + desvio padrdo; Escolaridade apresentada como mediana (intervalo interquartil). * p <0,05; ** p < 0,001
(comparado com o grupo controle). CCL: Comprometimento Cognitivo Leve; MEEM: Mini exame do estado mental; CDR:
Clinical Dementia Rating; DA: Doenca de Alzheimer.

4.2 Genotipagem

As frequéncias dos polimorfismos dos genes selecionados (APOE, BDNF, DCHS2 e GAB2)
foram comparadas entre pacientes e controles através do programa Unphased. Os cinco
polimorfismos estudados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05 - teste de qui-

quadrado).

As frequéncias haplotipicas da APOE foram significantemente diferentes nos pacientes com
CCLa e DA comparadas com os controles (p = 0,035 e p < 0,001, respectivamente) (Tabela
6). Apos a segregacao em homens e mulheres, a significancia estatistica apenas foi observada
com relacdo ao grupo DA (Tabela suplementar 4). Dentre os haplétipos, o alelo €3 foi o mais
frequente nos trés grupos, chegando a proporc¢do de 80% no grupo controle. A propor¢do do
alelo €4 foi de 32% nos pacientes com DA e 21% nos pacientes com CCLa, contrastando com
apenas 14% nos controles. O alelo €2 foi mais frequente nos controles (6%) que no grupo DA
(2%) mas foi semelhante no grupo CCLa (11%). Através do teste z de comparacdo de

proporgdes, foi observado que apenas a frequéncia do alelo €3 diferiu entre CCLa (69%) e
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controles (80%) (p = 0,009). Para a DA, a proporcdo de todos os alelos diferiam

significativamente dos controles (dados ndo mostrados).

Na tabela 7 encontram-se as proporces dos genotipos da APOE para cada grupo.
Homozigotos €3 constituem 61% do grupo controle, 50% do grupo CCLa e 45% do grupo
DA. Homozigotos €4 constituem 2% do grupo controle, 5% do grupo CCLa e 12% do grupo
DA.

Tabela 6 - Distribuicdo alélica da APOE nos trés grupos

n €2 €3 &4 p
Controles 146 18 (6%) 237 (80%) 42 (14%)
CCLa 80 17 (11%) 110 (69%) 33 (21%) 0,035
DA 304 14 (2%) 404 (66%) 192 (32%) <0,001

NUmero absoluto (%). Valor de p refere-se a comparagdo com o grupo controle com analise de 1000 permutagdes (teste qui-
quadrado). CCLa: Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer.

Tabela 7 - Distribuicdo genotipica da APOE nos trés grupos

e2/gl €2/g2 €2/e3 €2/e4 €3/e3 €3/e4 €4/e4

Controless  0(0%)  0(0%) 16 (11%) 2(1%) 91 (61%) 34 (23%) 3 (2%)
CClLa 0(0%) 2(3%) 9(11%) 4 (5%) 40 (50%) 21 (26%) 4 (5%)
DA 1(0,3%) 0(0%) 9(3%)  6(2%) 137 (45%) 115 (37%) 36 (12%)

Numero absoluto (%). A genotipagem nédo estava disponivel para trés pacientes controles (2%) e trés DA (0,7%). CCla:
Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer. €1: hapldtipo raro formado pela combinacdo dos
nucleotideos C (rs4239358) e T (rs7412).

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs6265 (val66met) do gene BDNF para
encontram-se na tabela 8. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada nas frequéncias em
relacdo ao grupo controle na amostra global e nos grupos €4. Entretanto, apenas entre 0S
homens, foi observada uma significancia estatistica na frequéncia alélica no grupo CCLa (p =
0,042) e DA (p = 0,046) comparado ao grupo controle. O alelo G (que corresponde ao alelo
Val) foi mais frequente nos grupos CCLa e DA. No subgrupo das mulheres ndo foram

observadas diferencas significativas (Tabela suplementar 5).
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Tabela 8 - Distribuicao alélica e genotipica do polimorfismo rs6265 do gene BDNF

n Frequéncia Genotipica p Frequéncia Alélica p
Amostra total AA AG GG A G
Controles 144 6 (4%) 31 (22%) 107 (74%) 43 (15%) 245 (85%)
CClLa 77 2(3%) 12(15%) 63 (82%) 0,434 16 (10%) 138 (90%) 0,174
DA 284  6(2%)  63(22%) 215(76%) 0,496 75 (13%) 493 (87%) 0,491
Homens
Controles 46 3 (7%) 11 (23%) 33 (70%) 17 (18%) 77 (82%)
CCla 37 1(3%) 3(9%) 33(88%) 0,139 5(7%) 63 (93%) 0,042
DA 94  1(1%) 16 (17%) 77 (82%) 0,128 18(10%) 170 (90%) 0,046
Mulheres
Controles 97 3 (3%) 20 (21%) 74 (76%) 26 (13%) 168 (87%)
CClLa 43 1(2%)  9(21%) 33(77%) 0,968 11 (13%) 75(87%) 0,889
DA 190 5(2%) 47 (25%) 138 (73%) 0,726 57 (15%) 323 (85%) 0,605

NUmero absoluto (%). Valor de p refere-se a comparagdo com o grupo controle com anélise de 1000 permutagdes (teste qui-
quadrado). CCLa: Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer.

Com relacdo ao gene DCHS2, as frequéncias do polimorfismo estdo apresentadas na tabela 9

para a amostra total e segregada pela presenga do alelo €4. Houve diferenga significativa nas

frequéncias genotipicas e alélicas dos pacientes com CCLa (p = 0,006 e 0,021

respectivamente), sendo o alelo A mais frequente nesses pacientes. Apos a divisdo da

amostra, apenas 0 subgrupo &4 negativo manteve a diferenga observada. Para os pacientes

com DA, observamos diferenca nas frequéncias alélicas no subgrupo &4 negativo (p = 0,046).

No subgrupo positivo nenhuma diferenca estatistica foi encontrada. Apds a segregagdo em
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homens e mulheres, o resultado se manteve semelhante ao encontrado na amostra total apenas

entre as mulheres do grupo CCLa (Tabela suplementar 6).

Por ultimo, analisamos as frequéncias do polimorfismo rs2373115 do gene GAB2 (tabela 10 e
tabela suplementar 7). N&o foram encontradas diferencas significativas com relagdo ao grupo

controle na amostra total, nos subgrupos €4 € nos subgrupos por sexo.

Tabela 9 - Distribuicdo alélica e genotipica do gene DCHS2 (rs1466662) na amostra total e
estratificada pela presenca do alelo €4

n Frequéncia Genotipica p Frequéncia Alélica p
Amostra total TT TA AA T A
Controles 143 10 (7%) 54 (38%) 79 (55%) 74 (26%) 212 (74%)
CClLa 79  0(0%) 26(33%) 53(67%) 0,006 26(17%) 132 (83%) 0,021
DA 299 14 (5%) 100 (33%) 185 (62%) 0,342 128 (21%) 470 (79%) 0,142
APOE &4 +
Controles 37 2(6%) 9(24%) 26 (70%) 13 (18%) 61 (82%)
CClLa 29  0(0%) 12(41%) 17 (59%) 0,127 12(21%) 46 (79%) 0,652
DA 153 8(5%) 52 (34%) 93 (61%) 0,510 68 (22%) 238 (78%) 0,372
APOE 4 -
Controles 103 8 (8%) 43 (42%) 52 (50%) 59 (29%) 147 (71%)
CCla 50 0(0%) 14 (28%) 36 (72%) 0,005 59 (14%) 147 (86%) 0,003
DA 144 6(4%) 48(33%) 90(63%) 0,134 60 (21%) 228 (79%) 0,046

NUmero absoluto (%). Valor de p refere-se a comparagdo com o grupo controle com anélise de 1000 permutagdes (teste qui-
quadrado). CCLa: Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doencga de Alzheimer.
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Tabela 10 - Distribuic&o alélica e genotipica do polimorfismo rs2373115 na amostra total

n Frequéncia Genotipica p Frequéncia Alélica p
GG GT TT G T
Controles 114 64 (56%) 45 (40%) 5 (4%) 173 (76%) 55 (24%)

CCLa 55 35(64%) 16(29%) 4(7%) 0,358 86 (78%) 24 (22%) 0,638

DA 275 163(59%) 93 (34%) 19 (7%) 0,419 419 (76%) 131 (24%) 0,928

NUmero absoluto (%). Valor de p refere-se a comparagdo com o grupo controle com analise de 1000 permutagdes (teste qui-
quadrado). CCLa: Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer.

4.3 Analise Multivariada

Posteriormente, realizamos uma andlise de regressao logistica binaria a fim de determinar o os

fatores independentes associados com a ocorréncia de CCLa e DA.

A tabela 11 apresenta os melhores preditores do nosso estudo para a ocorréncia de CCLa na
amostra total e nos quatro subgrupos analisados. Na amostra total, a Unica variavel associada
com o CCLa foi 0 DM tipo 2 (OR = 2,71). No subgrupo &4 positivo nenhuma das variaveis
estudadas foi correlacionada, enquanto que no subgrupo €4 negativo 0 genotipo AA do gene
DCHS2 foi um preditor independente (OR = 2,52). Para as mulheres o gendtipo AA do gene
DCHS2 (OR = 3,06) e a presenca de dislipidemia (OR = 2,36) foram os fatores
correlacionados. No grupo dos homens, semelhante ao encontrado na amostra total, apenas o

DM foi correlacionado, apresentando um risco quase duas vezes maior (OR = 4,19).

Para a ocorréncia de DA, os preditores correlacionados estdo apresentados na tabela 12. Como
era esperado, a presenga do alelo €4 foi responsavel por um aumento de 3,65 vezes no risco
em desenvolver a doenca. Outros fatores preditores incluem a idade avancada (cada ano
aumenta o risco em 1,04 vezes) e a escolaridade (cada ano de estudo foi considerado protetor,
OR = 0,90). Semelhante ao observado para o grupo CCLa, nenhuma variavel foi
correlacionada no subgrupo €4 positivo. No subgrupo &4 negativo as variaveis preditoras
independentes foram escolaridade (OR = 0,84) e o diagnostico de HAS (OR = 2,02). Os

preditores observados entre as mulheres foram semelhantes a amostra total. Entretanto, nos
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homens, a idade ndo se associou com a doenga. Além disso, a presenca de €4 nas mulheres ¢é

responsavel por um risco cerca de duas vezes maior do que nos homens (4,06 vs. 2,24).

Tabela 11 - Modelo final para os fatores associados ao CCL amnéstico

Variaveis Odds Ratio (IC 95%) p
Amostra Total DM 271 (1,39 - 5,28) 0,034
APOE &4 - DCHS2 AA x TT/TA 252 (1,22 - 5,22) 0,013
DCHS2 AA x TT/TA 3,06 (1,32 — 7,09) 0,009
Mulheres
Dislipidemia 236 (1,04 — 5,35) 0,004
Homens DM 4,19 (1,16 — 15,18) 0,029

Odds Ratio e IC obtidos por regressdo logistica multivariada com selegdo backward dos preditores. Teste Hosmer-Lemeshow
goodness of fit (GOF): p > 0,05 para todos os subgrupos. IC 95%: Intervalo de Confianca de 95%; DM: Diabetes Mellitus
tipo 2.

Tabela 12 - Modelo final para os fatores associados a doenca de Alzheimer

Variaveis Odds Ratio (IC 95%) p
Alelo €4 3,65 (2,28 - 5,83) < 0,001
Amostra Total Idade 1,04 (1,01 - 1,07) 0,026
Escolaridade 0,90 (0,85 - 0,96) 0,001
APOE £4 - Escolaridade 0,84 (0,77 - 0,93) < 0,001
HAS 2,02 (1,08 - 3,79) 0,029
Alelo €4 4,66 (2,57 — 8,44) < 0,001
LG Idade 1,05 (1,01 — 1,09) 0,021
Escolaridade 0,91 (0,83 -0,99) 0,033
Alelo €4 2,24 (1,03 - 4,89) 0,042
Homens
Escolaridade 0,88 (0,81 -0,97) 0,007

Odds Ratio e IC obtidos por regressdo logistica multivariada com selecdo backward dos preditores. Teste Hosmer-Lemeshow
goodness of fit (GOF): p > 0,05 para todos os subgrupos. IC 95%: Intervalo de Confianga de 95%. HAS: Hipertenséo arterial
sistémica.
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4.4 ldade de inicio da doenga

Um dos endofen6tipos estudados foi a idade de inicio da doenga. Estava disponivel a idade do
paciente no inicio dos primeiros sintomas cognitivos (relatada pelo paciente e/ou familiares e
cuidadores) e a idade no diagnostico de CCL ou DA pelo geriatra. A média de idade de inicio
dos sintomas de CCL foi 74 anos e a média no diagnostico foi 76 anos. A média de idade de
inicio dos sintomas de DA foi 76 anos e ao diagndstico foi 78 anos. Em média houve uma
lacuna de dois anos entre o inicio dos primeiros sintomas da doenca e o diagnéstico para as
duas condicoes.

Comparamos a media de idades dos pacientes entre 0s gendtipos dos genes estudados e entre
portadores ¢ nao portadores do alelo €4. Individuos portadores de DA &4 positivo tiveram
inicio da doenca cerca de 2 anos antes (75 vs. 77,1 anos para inicio dos sintomas, p 0,007;
77,6 vs. 79,3 anos para diagnostico, p = 0,019) em relagao aos €4 negativo (Figura 3). Nao

observamos diferenca com relacdo aos outros genes.

Figura 2— Idade de inicio da DA de acordo com a presenga do alelo €4

*p<0,05
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4.5 Testes Cognitivos

Outro endofen6tipo analisado foi o desempenho em testes cognitivos. Os testes disponiveis
incluem 0 MEEM e a pontuacdo total e nos subdominios da Escala Mattis. As analises foram
feitas separadamente para controles, CCLa e DA.

A média das pontua¢ées no MEEM foi comparada entre os genotipos dos genes selecionados
para cada um dos trés grupos de sujeitos. Os resultados dos testes estatisticos estdo
demonstrados na tabela 13. Observamos que o gene BDNF influenciou o desempenho do
grupo controle no teste. A presenca do genétipo GG (alelos Val/Val) do polimorfismo rs6265
associou-se a uma pior pontuacgdo (25,0 = 3,5 vs. 26,6 = 2,4; p = 0,033). Como a escolaridade
dos pacientes pode influenciar no resultado do teste, a escolaridade entre os dois grupos
genéticos (GG vs. GA/AA) foi comparada. Entretanto ndo observamos diferenga estatistica na
escolaridade entre os grupos (p = 0,075). Para os outros genes e grupos de estudo ndo foram

observadas diferengas significativas.

Tabela 13 - Resultados (valor de “p”) das analises univariadas comparando a pontuagdo do
MEEM entre 0s gendtipos

Controles CCLa DA
Alelo €4 0,835 0,498 0,697
GAB2 GG xGT/TT 0,963 0,358 0,592
DCSH2 AA X AT/ITT 0,998 0,176 0,082
BDNF GG x GA/AA 0,033 0,624 0,855

CCLa: Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer.

Estudamos a relacdo entre os polimorfismos genéticos e a pontuacdo por categoria e total da
escala de avaliacdo de deméncia Mattis. Os resultados dos testes para cada subdominio e a

pontuacdo total estavam disponiveis para 24 controles, 66 CCL A e 48 DA (Tabela 14).
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Tabela 14 - Pontuacdo da escala Mattis nas subescalas e valor total

Atencéo I1/P Construcdo  Conceituacdo  Memoria Total
Controles 35 35 6 33 23 130
(n=24) (32-37) (25-37) (2-6) (13-138) (18-25) (108 -142)
CClLa 35 28,5 6 30 18 1145
(n=66) (21 -37) (21-37) (1-6) (12 - 39) (12 - 25) (91 - 140)
DA 34 21 3 23 12 98
(n=48) (20-137) (10-31) (0-16) (14 - 35) (2-23) (56 — 123)

Resultados apresentados como mediana (minimo — maximo). I/P: Iniciativa e Perserveracdo; CCLa: Comprometimento
Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer.

Foi comparado o desempenho em cada subdominio e no total entre os genotipos e haplotipos
dos genes selecionados. Os resultados dos testes estatisticos realizados estdo demonstrados na
tabela 15. No grupo controle e no grupo DA ndo foram observadas diferengas significativas
no desempenho do teste nos genes estudados. No grupo CCLa, observamos que carreadores
do alelo &4 tiveram um desempenho melhor na subescala Constru¢ao (média + dp: 5,9 + 0,5
vs. 4,6 = 1,8; p = 0,003) comparado aos nao carreadores. A escolaridade entre os grupos foi
comparada ja que é um fator que influencia no desempenho da escala. N&do houve diferenca
significativa na escolaridade entre carreadores e ndo carreadores do alelo (p = 0,159). O
gendtipo GG do gene BDNF também se correlacionou a um pior desempenho nos
subdominios Iniciativa e Perserveracdo (media + dp: 28,1 + 4,3 vs. 31,1 £ 5,0; p = 0,039) e
Conceituacao (média £ dp: 28,0 £ 5,5 vs. 32,3 + 6,3; p = 0,024). A escolaridade dos grupos
também foi comparada e ndo houve diferenca estatistica (p = 0,658). Para 0s outros grupos e

genes ndo foram observadas diferencas no desempenho.
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Tabela 15 - Valor de “p” das analises univariadas comparando a pontuagdo na escala Mattis
entre os gendtipos

Atencéo I/P Const. Conceit. Memoria Total

Alelo ¢4 0,350 0,86 0,945 0,352 0,457 0,212

GAB2 0,542 0,244 0,492 0,2 0,607 0,605

Controles

DCSH2 0,098 0,328 0,389 0,157 0,562 0,246

BNDF 0,584 0,519 0,850 0,894 0,745 0,866

Alelo 4 0,376 0,682 0,003 0,429 0,124 0,396

GAB2 0,234 0,481 0,69 0,146 0,842 0,331

CCLa

DCSH2 0,924 0,302 0,547 0,934 0,473 0,641

BNDF 1 0,039 0,13 0,024 0,360 0,071

Alelo ¢4 0,957 0,877 0,482 0,397 0,483 0,717

GAB2 0,703 0,241 0,402 0,701 0,591 0,374

DA

DCSH2 0,380 0,434 0,580 0,932 0,945 0,695

BNDF 0,296 0,070 0,380 0,131 0,150 0,123

Para o alelo €4 foi feita a comparagéo €4 positivo X negativo; para o gene BDNF foi feita a comparacdo GG x GT/AA, para
o0s outros genes foram comparados os 3 genétipos de cada polimorfismo. I/P: Iniciativa e Perserveracdo; Const.:Construcéo;
Conceit: Conceituacdo; CCLa: Comprometimento Cognitivo Leve Amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer.
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5. DISCUSSAO

Os fatores de risco bem estabelecidos para a DA séo a idade avancada e o histérico familiar
de doenca. Sem avancos no tratamento e com o envelhecimento da populagéo, estima-se que
ocorra aumento do nimero de casos de DA, determinando elevagdo dos custos para manter o
cuidado e gerando incapacidade irreversivel para os pacientes (Thies & Bleiler, 2013). Sendo
assim, se faz necessario entender melhor sua etiopatogenia e compreender 0s mecanismos
biolégicos envolvidos, com o objetivo de desenvolver tratamentos farmacoldgicos e
estratégias de prevencdo da doenca. Sabe-se que a DA apresenta um longo periodo de
evolucdo que antecede anos ou até décadas o0 aparecimento dos primeiros sintomas cognitivos
(Sperling e cols., 2011). Nesse contexto surge a importancia do estudo do CCLa, ja que é uma
condicdo considerada por muitos autores como uma fase prodromica da DA e alvo de

possiveis intervencdes terapéuticas (Petersen e cols., 2001).

O presente estudo avaliou polimorfismos genéticos potencialmente relacionados com o CCLa
e a DA, seja influenciando o risco para o seu desenvolvimento ou influenciando os seus
fenotipos intermediarios. Também, avaliamos a relacdo entre estes polimorfismos com o
desempenho cognitivo de idosos considerados como portadores de cognicdo normal para a

idade e escolaridade.

Nossa amostra é formada por 536 sujeitos, divididos em 149 controles, 80 pacientes com
CCLa e 307 com DA. Os polimorfismos foram comparados entre pacientes e controles em
uma andlise transversal caso-controle. Além disso, os dados genéticos foram cruzados com a
idade de inicio da doenca e com testes cognitivos — considerados endofendtipos associados a
doenca. Para caracterizar a amostra e controlar os fatores confundidores, utilizamos também

dados sociodemograficos e clinicos.

A amostra caracterizou-se por apresentar uma elevada porcentagem de mulheres nos trés
grupos. Na populacdo idosa brasileira nota-se predominio das mulheres — fenbmeno mundial
conhecido como “feminizacdo da velhice” (Caramano, 2002). H& também uma maior
prevaléncia de DA nas mulheres comparada aos homens. Estimativas recentes apontam que
quase 2/3 dos pacientes diagnosticados com DA sdo mulheres — porcentagem semelhante a

nossa (67%). Todavia, a razdo dessa alta prevaléncia pode ser explicada pela maior sobrevida
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das mulheres em relacdo aos homens e ndo algum fator de risco especifico ligado ao sexo
(Mielke e cols., 2014; Lopes & Bottino, 2002).

Observamos que o grupo CCLa apresentou pontuagdes intermediérias no teste MEEM e
escala CDR (Tabela 3) entre os controles e DA, dados consistentes com a posi¢éo de condicao

intermediéria do CCL entre a cogni¢cdo normal e a deméncia.

Como em outras doencas neurodegenerativas a idade é o maior fator de risco na etiologia da
DA. Observamos que o grupo DA é mais velho que o grupo controle e que a idade foi um
preditor independente na analise multivariada (OR = 1,04) (Tabelas 3 e 12). Estudos de
prevaléncia indicam um aumento exponencial de DA com a idade a partir dos 65 anos
ocorrendo uma estabilizacdo acima dos 90 anos (Lopes & Bottino, 2002; Castellani e cols.,
2010).

Outro fator associado com a DA que podemos confirmar foi o nivel educacional (Tabelas 3 e
12). A escolaridade foi um fator protetor independente na nossa amostra (OR = 0,90). A
hipdtese da reserva cognitiva (RC) sugere que um alto nivel educacional € um fator que
contribui para atrasar as manifestacdes da deméncia por permitir que os individuos com a
neuropatologia da DA utilizem abordagens compensatorias para lidar com o dano cerebral.
RC é um construto que postula que certas experiéncias de vida como educagdo e ocupacao
aumentam a eficiéncia, capacidade e flexibilidade das redes neuronais resultando em uma
maior habilidade para lidar com os danos cerebrais sem algum déficit notavel na cognicéo.
Individuos com alta reserva cognitiva podem sustentar altos niveis de patologia antes de

apresentarem sintomas clinicamente significantes (Roe e cols., 2007; Soldan e cols., 2013).

Constatamos uma porcentagem significativamente elevada de DM tipo 2 no grupo CCLa
comparados com o grupo controle - tanto em homens quanto mulheres. A associacdo se
confirmou na analise multivariada, através da qual o DM foi o Unico preditor independente
para 0 CCLa, responsavel por um OR de 2,71 (Tabelas 3 e 11). Entretanto, na andlise
multivariada separada para homens e mulheres, 0 DM foi um preditor apenas para 0s homens,
com um OR ainda maior (OR = 4,19). No subgrupo das mulheres a dislipidemia foi o fator

clinico correlacionado com o CCLa (Tabela 11).
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Diferentes fatores de risco para homens e mulheres ja foram investigados em outros estudos
sobre CCL e a DA. Nossos resultados demonstram uma discrepancia dos fatores associados
com o CCLa em homens e mulheres. As diferencas observadas podem ser explicadas em parte
por fatores bioldgicos (genética e hormdnios, por exemplo), por diferencas na exposicao a
riscos ambientais como dieta e injdrias e outros fatores como educacdo e ocupacao (Artero e
cols., 2008; Mielke e cols., 2014). A significancia clinica desses preditores na populacdo
brasileira necessita futuros estudos que devem levar em consideracdo 0 género dos

participantes.

Apesar de alguns estudos apresentarem resultados negativos, fatores de risco vasculares como
0 DM estéo associados com declinio cognitivo e com um risco aumentado para a ocorréncia
de DA e deméncia (Duron & Hanon, 2008). A variagéo entre os resultados pode ser devido as
diferencas de idade, etnias e sexo dos sujeitos, do perfil de risco entre as diferentes
populacdes, alem do delineamento do estudo e o periodo de seguimento (Akomolafe e cols.,
2006). Evidéncias da associacdo do DM com o CCL também foram encontradas em alguns
estudos transversais e longitudinais (Luchsinger e cols., 2007; Roberts e cols., 2014; Sachdev
e cols., 2012; Artero e cols., 2008). Semelhante ao nosso resultado, Roberts e cols. (2014) em
um estudo longitudinal observaram que o DM estava correlacionado com um risco aumentado
de CCL amnestico e que essa associacdo era mais forte em homens. Essa associacdo mais
forte em homens pode ser devido ao diagndstico de DM mais precoce, maior duragao e maior

frequéncia de DM nos homens (Roberts e cols., 2014).

Os mecanismos patoldgicos da associacdo do DM com a deméncia ainda ndo estdo claros.
Trés mecanismos principais foram propostos por Biessels e cols. (2006): o DM e suas
comorbidades estdo associados com um risco aumentado para aterosclerose e acidente
vascular cerebral o que leva a patologia vascular cerebral; a hiperglicemia pode ter um efeito
toxico direto gerando progressivas anormalidades funcionais e estruturais no cérebro; e por
fim a insulina e as enzimas que a degradam podem ter um papel importante no metabolismo

amildide.

Vale ressaltar que os pacientes apresentavam os niveis glicémicos controlados, ndo sendo essa

a causa do declinio cognitivo observado.
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Ainda € controverso como o colesterol estd envolvido na patogénese da DA. Sabe-se que ha
um efeito prejudicial da dislipidemia no risco para desenvolver a doenga. Quatro genes
(APOE, CLU, ABCAT e SORL1) j4 identificados em estudos genéticos associados a DA estdo
envolvidos no metabolismo do colesterol. Entretanto, nos estudos epidemiolégicos
longitudinais avaliando a contribuicdo da dislipidemia na susceptibilidade os achados séo
conflitantes, com os resultados dependendo da idade em que foi feita a medida (Reitz, 2013).
Com relacdo ao CCL, hipercolesterolemia familial e concentragdes aumentadas de colesterol
total e LDL foram associadas em estudos transversais com uma maior incidéncia de CCL e
pior desempenho cognitivo (Zambdn e cols., 2010; Zou e cols., 2014). Entretanto a maioria
dos estudos que abordam a relacdo do CCL com a dislipidemia ndo especifica o género nas
analises. Em um amplo estudo longitudinal envolvendo 4895 mulheres idosas os autores
encontraram uma associacdo entre a sindrome metabdlica (conjunto de fatores de risco
vasculares como obesidade, hipertrigliceridemia e outros) e o desenvolvimento de
comprometimento cognitivo (Yaffe e cols.,, 2009). Ja em outro estudo transversal, a
hipercolesterolemia foi um preditor para o0 CCL apenas em homens (Lee e cols., 2012),

contrario ao resultado observado no presente estudo.

Posteriormente, quando segregamos a amostra em carreadores € ndo carreadores do alelo &4,

observamos diferentes fatores associados em cada um dos subgrupos.

Nos sujeitos carreadores do alelo €4, 0 DM ndo se correlacionou com o CCLa (Tabelas 4 e
11). Este resultado pode ser devido ao pequeno numero de controles (n = 39) e pacientes (n =
29) nos dois grupos. Contudo, resultado semelhante foi observado em um estudo longitudinal
em que o DM figurou como um fator de risco independente para a DA apenas na auséncia de
outros fatores de risco principais — como o alelo €4. Evidéncias sugerem que o cérebro de
individuos sem o alelo €4 pode ser mais susceptivel aos efeitos adversos da hiperinsulinemia
(Akomolafe e cols., 2006). Com resultados opostos, outros estudos longitudinais relatam um
risco aumentado de DA em individuos com DM e o alelo €4 (Peila e cols., 2002; Irie e cols.,
2008). A fisiopatologia subjacente a essa associacdo ndo é conhecida, mas varias hipoteses
relacionadas ao aumento da produgdo e deposi¢do ou depurag@o reduzida de AP tem sido

propostas (Irie e cols., 2008).
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Com relacdo ao CCL, ndo localizamos trabalhos na literatura que encontraram diferencas
entre os dois grupos genéticos. Entretanto, assim como ja foi observado para a DA, podemos
esperar também diferentes fatores associados com o CCL de acordo com o perfil genético do
paciente. O CCL é uma sindrome heterogénea e seus subtipos podem ter diferentes etiologias
e desfechos (Sachdev e cols., 2012). No subgrupo €4 negativo, o DM foi significativamente
mais frequente no CCLa mas ndo foi considerado como preditor na analise multivariada com
adicdo de outras variaveis (Tabelas 5 e 11). Pode-se cogitar também que a divisdo do grupo
CCLa reduziu o “n” amostral dentro de cada subgrupo causando a perda da associacéo
observada na amostra total.

Entre os portadores do alelo €4, a escolaridade ndo foi um fator protetor contra a DA (Tabelas
4 e 12). Enquanto a reserva cognitiva na DA estd bem estabelecida, ha poucas evidéncias
investigando o papel do perfil genético nessa associacdo. Um genoétipo desfavoravel pode
influenciar a expressdo e progressdao da doenca através da reducdo do potencial dos
mecanismos de reserva. Evidéncias sugerem que a apoE modula 0s processos de
neurodegeneracao e que pode impactar negativamente na plasticidade sinaptica e na resposta
a injurias neuronais (Verghese e cols., 2011). Os alelos da APOE tem impactos diferentes na
plasticidade — o alelo €4 inibe o crescimento neuritico ¢ a plasticidade dendritica enquanto o
alelo €3 promove esses processos (Mesulam, 1999). Sabe-se que portadores do alelo &4
apresentam uma patologia mais grave e declinio cognitivo mais rapido. Como consequéncia,
o alelo pode ser considerado um fator que interfere com os mecanismos de reserva devido ao
seu papel ineficaz em resistir a patologia (Garibotto e cols., 2012), justificando o motivo de
ndo encontramos associacdo com a escolaridade dentro desse subgrupo. Dos escassos estudos
que abordaram a associacdo entre a reserva cognitiva e os alelos da APOE os resultados
indicam reducdo ou preservacdo dos mecanismos de reserva em carreadores da €4 (Roe e
cols., 2010; Garibotto e cols., 2012).

Observamos também que a HAS foi um preditor independente para a DA apenas na auséncia
do alelo €4, ou seja, entre pessoas que tinham um baixo risco para a DA (Tabelas 5 e 12). De
fato, HAS pode comprometer as funcdes cognitivas e esta correlacionada com a ocorréncia de
DA e deméncia vascular em uma associacdo dependente da idade (Duron & Hanon, 2008.
Imtiaz e cols., 2014). Essas diferengas entre os subgrupos €4 pode ser explicada pelo papel da

apoE no transporte de colesterol e lipidios. Varios estudos indicam uma importante relacdo

48



entre a deterioracdo da homeostase lipidica cerebral, alteracbes vasculares e a fisiopatologia
da DA (Leduc e cols., 2010). As isoformas interagem diferencialmente com os receptores
lipoproteicos alterando os niveis de colesterol circulantes (Eichner e cols., 2002). Nossos
resultados sugerem que o gendtipo APOE e a HAS podem interagir para modificar o risco
para a DA.

Com relacdo as variantes genéticas, realizamos a genotipagem de cinco SNPs de 4 genes
(APOE, BDNF, GAB2 e DCHS2) potencialmente associados com a DA e comparamos as suas
frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos. O CCL é uma condi¢do geneticamente
complexa e atualmente ndo séo conhecidos os genes principais relacionados (Winblad e cols.,
2004).

Como ja esta bem estabelecido na literatura, o haplétipo da APOE associou-se com a DA,
com uma maior frequéncia do alelo ¢4 comparado com os controles e foi responsavel por um
aumento de 3,65 vezes no risco (Tabelas 6 e 12). Em mulheres foi observado um risco maior
cerca de duas vezes (OR = 4,66) do que nos homens (OR = 2,24). Conforme descrito
previamente, o dismorfismo sexual com relagdo aos fatores associados com a DA ja foi
observado em varios estudos. A maioria deles tem mostrado que os efeitos do alelo €4 sé&o
mais pronunciados em mulheres do que nos homens. As explicacdes bioldgicas para essas
diferencas ainda ndo sdo bem compreendidas, mas podem estar relacionadas aos horménios

sexuais (Mielke e cols., 2014).

Como o CCLa é considerado como uma fase prodromica da DA, pode-se supor que o alelo €4
também represente um fator de risco para CCLa. Entretanto, varios estudos que abordaram
essa associacao reportaram uma relagcdo inconclusiva com relacdo ao risco atribuido ao alelo
(Luck e cols., 2010). No entanto sabe-se que o alelo € um dos preditores da conversdo do
CCLa para a DA (Liu e cols., 2013). Ao observamos as frequéncias da APOE na nossa
amostra, notamos que a distribuicdo do grupo CCLa foi intermediaria entre os controles e DA.
Apesar das frequéncias do haplotipos da APOE estarem significantemente alteradas em
relagdo ao controle, o alelo €4 ndo foi um fator de risco independente para o CCLa na anélise
multivariada (Tabelas 6 e 11). De fato, o teste de comparacdo de propor¢des mostrou que o
alelo responsavel pela significincia encontrada foi o €3 - que estava em menor frequéncia no

grupo CCLa. Na populacéo geral, o alelo €3 ¢ o mais frequente dentre os haplotipos e como
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nossa amostra de CCLa é pequena pode-se esperar que ele seja o responsavel pela diferenca
entre os haplotipos observados. Acreditamos que em uma amostra maior de pacientes o alelo
&4 seja estatisticamente significante. O pequeno numero amostral incluidos nestes subgrupos

constitui uma limitacdo de nosso estudo.

O gene BDNF foi correlacionou-se com 0 CCLa e a DA apenas no grupo masculino (Tabela
8). O alelo G (Val) do polimorfismo val66met foi mais frequente nesses grupos do que nos
controles. Resultado semelhante sem especificar o sexo ja foi observado em alguns estudos
(Ventriglia e cols., 2002; Feher e cols., 2009; Huang e cols., 2007) enguanto outros
encontraram resultados negativos (Bodner e cols., 2005; Nacmias e cols., 2004; Desai e cols.,
2005). Contudo, em nossa andlise multivariada o polimorfismo ndo foi um preditor para
nenhum dos grupos (Tabelas 11 e 12). O BDNF é amplamente distribuido no sistema nervoso
central e tem papel essencial na plasticidade sinaptica e na funcéo e sobrevivéncia neuronal.
As alteracdes nos niveis sanguineos de BDNF junto com 0s numerosos estudos genéticos
reforcam o papel do BDNF na fisiopatologia do CCLa e da DA (Tapia-Arancibia e cols.,
2008; Diniz & Teixeira, 2011).

A influéncia do sexo no polimorfismo val66met ja foi reportada na DA, no transtorno de
depressdo maior e no transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) (Hong e cols.,
2011). Uma meta-analise com um grande namero de sujeitos revelou que o alelo Met conferia
susceptibilidade para a DA apenas em mulheres (Fukumoto e cols., 2009). Outra meta-analise
de estudos envolvendo depressdo maior mostrou que o alelo Met se correlacionou com um

risco aumentado de depressao apenas em homens (Verhagen e cols., 2010).

As frequéncias alélicas desse polimorfismo variam com as etnias — na populacéo caucasiana a
frequéncia do alelo Met é de 25 a 32% enquanto na populagdo asiatica a frequéncia aumenta
para 40 a 50% (Verhagen e cols., 2010). A frequéncia do alelo Met na nossa amostra foi
menor, variando de 10 a 15%. Essas diferentes frequéncias podem explicar as discrepancias
observadas com outros estudos. Nossa amostra é genomicamente heterogénea sendo composta
por uma mistura de trés ancestralidades: europeia, africana e amerindia (Bicalho e cols.,
2013).
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Observamos também, uma associa¢do genotipica e alélica significante do gene DCHS2 nos
dois grupos de pacientes (Tabela 9). O alelo A e o genétipo AA foram mais frequentes no
grupo CCLa na amostra global e no subgrupo €4 negativo. Quanto ao grupo DA, apenas
observamos associagdo alélica no subgrupo €4 negativo. A associagdo deste gene com o
CClLa foi confirmado posteriormente na analise multivariada, através da qual observamos que
0 gendtipo AA foi um preditor independente para 0 CCLa no subgrupo €4 negativo (OR =
2,52) e nas mulheres (OR = 3,06). Contudo, na analise multivariada, o gene ndo se associou
se com a DA (Tabelas 11 e 12). Este gene foi reportado pela primeira vez na DA em uma
meta-andlise de trés estudos GWAS (Kamboh e cols., 2012) na qual se avaliou a influéncia do
polimorfismo na idade de inicio da doenca e, até onde sabemos, nenhum outro artigo foi
publicado sobre essa associacdo. Para 0 CCLa também ndo foram encontrados estudos. O
gene compreende 25 exons localizados na fita complementar da regido 4q31.3 do
cromossomo 4 (Hoeng e cols., 2004). Embora a fungdo da sua proteina ainda seja
desconhecida, as outras proteinas que pertencem a mesma superfamilia das caderinas tém sido
implicadas em varias doencas neuropsiquiatricas por causa de seus papéis na formacéo,
desenvolvimento e fungdo das redes neuronais (Hirano & Takeichi, 2012; Redies e cols.,
2012). Foi proposto que as disfungbes na adesdo mediada pelas caderinas podem alterar a
conectividade e o processamento de informagdo no cérebro humano (Redies e cols., 2012).
Por causa dessa possivel funcdo e por ser um gene expresso no cOrtex cerebral, essa

associagdo deve ser confirmada com outros estudos em amostras maiores.

Com relacdo ao gene GAB2, ndo encontramos associacao significativa com a DA nem com o
CCLa (Tabela 10). Recentemente, em uma meta-analise, foi observado significante
heterogeneidade nos estudos publicados para as variantes do gene. E como ja foi dito acima,
nossa amostra tem uma ancestralidade gendmica heterogénea. Além do mais, a
susceptibilidade atribuida ao gene pode ser dependente de um background haplotipico ao
invés de uma s6 variante. E necessaria uma complexa interacdo de multiplas variantes
funcionais entre os haplétipos para conferir a prote¢do contra a DA (Zou e cols., 2013). O
gene GAB2 pode estar ligado a neuropatologia da DA através da diminuicdo da fosforilacao
da tau (Reiman e cols., 2007).

Observamos um atraso de dois anos entre 0 aparecimento dos primeiros sintomas cognitivos e

o0 diagndstico pelo médico para ambas as condi¢des clinicas. Verificamos em nossa amostra
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que 0 alelo €4 da APOE correlacionou-se com um inicio cerca de dois anos mais precoce da
DA — dados condizentes com numerosos estudos na literatura (Corder e cols., 1993; Liu e
cols., 2013) (Figura 2). Para os outros genes, ndo observamos a influéncia genética no inicio

da doenga.

A idade de inicio da doenca é um fen6tipo quantitativo que pode ser utilizado para identificar
loci de susceptibilidade para doencas complexas, como a DA, ja que possui um maior poder
estatistico para detectar pequenos efeitos genéticos. A idade em que se inicia a DA ¢é
geneticamente influenciada, com uma herdabilidade estimada em 42% (Li e cols., 2002).
Entretanto apenas 4% da variacdo genética podem ser explicadas pelos alelos da APOE,
sugerindo que loci adicionais podem estar envolvidos (Tunstall e cols., 2000). A identificacdo
dos genes relacionados ao inicio da doenga pode ajudar na compreensdo dos mecanismos

bioldgicos envolvidos na sua etiologia.

E importante notar que a medicdo da idade de inicio da doenca pode ser imprecisa ja que é
susceptivel a erros que incluem variagdes na capacidade do informante de detectar as
mudancas na cognicdo do paciente e na habilidade do médico em avaliar o inicio da doenca

(Thambisetty e cols., 2013), sendo esta uma das limitacGes encontradas no presente estudo.

Por ultimo estudamos a influéncia dos polimorfismos citados no desempenho dos sujeitos em
testes cognitivos — MEEM e a Escala Mattis. O MEEM é um instrumento utilizado na pratica
clinica para avaliacdo cognitiva global dos pacientes que permite a investigacdo de varias
funcbes cognitivas como orientacdo, memoria, calculo, linguagem e habilidade visuoespacial.
Ja as subescalas I/P e Conceituacdo da Mattis apresentam tarefas que avaliam o
funcionamento executivo. As fungdes executivas correspondem a um conjunto de habilidades
que, de forma integrada, permitem ao individuo direcionar comportamentos a metas, avaliar a
eficiéncia e a adequacdo desses comportamentos, abandonar estratégias ineficazes e, desse

modo, resolver problemas imediatos, de médio e de longo prazo (Fuentes e cols., 2014).

Observamos que entre os controles a presenca do gendtipo GG (Val/Val) do gene BDNF
associou-se com um pior desempenho na pontuacdo total do MEEM enquanto para 0s
pacientes do grupo CCLa o gendtipo foi responsavel por um pior desempenho nas subescalas

Iniciativa e Perserveragéo (I/P) e Conceituacdo da Escala Mattis (Tabelas 13 e 15).

52


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458013002418

O BDNF tem um papel essencial na plasticidade sinéptica, no desenvolvimento do cérebro e
nos processos de aprendizagem e memoria. Nossos resultados sugerem que variantes
genéticas desta neurotrofina afetem a cognicéo tanto dos controles quanto dos pacientes com
CCLa. A maioria dos estudos apresentam evidéncias de associacdo dependente da idade entre
0 polimorfismo val66met e a cognigcdo. Além de ser um fator de susceptibilidade para a DA, o
alelo Val parece correlacionar-se com um pior desempenho em testes de memoria e funcéo
executiva em idosos (Harris e cols., 2006; Erickson e cols., 2008; Voineskos e cols. 2011;
Nagata e cols., 2012). A influéncia do polimorfismo no desempenho cognitivo depende da
idade dos sujeitos — em individuos com média de idade de 75 anos o alelo Val associou-se a
um pior desempenho cognitivo enquanto em individuos com media de idade de 65 anos, o
alelo Met foi o responsavel pelo déficit (Erickson e cols., 2008).

Observamos também que pacientes do grupo CCLa carreadores €4 obtiveram uma melhor
pontuacdo na subescala Construcdo da Escala Mattis (Tabela 15). A subescala apresenta as
tarefas de copiar figuras geométricas o que avalia as habilidades visoconstrutivas dos sujeitos.
Na contramao dos nossos resultados, o alelo €4 ja foi associado na literatura com uma taxa
maior de declinio cognitivo e funcional em pacientes com CCLa e DA e um pior desempenho
em testes cognitivos (Cosentino e cols., 2008; Whitehair e cols., 2010; Liu e cols., 2013).
Entretanto, o efeito da APOE sobre a cognicao pode depender da idade e do nivel educacional
(Cosentino e cols., 2008; Shin e cols., 2014). E, o alelo €4 pode ser um preditor de declinio
cognitivo apenas entre aqueles com alto nivel educacional (acima de 6 anos) (Shin e cols.,
2014), o que justifica os resultados por nds observados. E possivel também que outros fatores
que ndo controlamos estejam influenciando o desempenho desses sujeitos nesse dominio
cognitivo, como fatores relacionados a execucéo do teste pelos pacientes e outras condicdes
clinicas. Recomenda-se também que o dominio cognitivo seja avaliado por dois testes
neuropsicologicos independentes para confirmar o déficit (Fuentes e cols., 2014). Por fim,
como ja foi dito acima, o CCL é uma condicao heterogénea e nossa amostra € constituida por
pacientes com comprometimento em um unico ou em multiplos dominios. Estes diferentes

subtipos podem ter diferentes etiologias e desfechos.

Devido a sua natureza transversal, nosso estudo apresenta algumas limitacGes. Estudos

longitudinais podem permitir uma avaliagéo da progressdo das medidas cognitivas de acordo
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com os genétipos ao longo do tempo (Voineskos e cols., 2011). O acompanhamento
longitudinal dos pacientes com CCL e controles esta sendo realizado e futuramente podera
esclarecer melhor o papel dos genes estudados na doenca e em seus endofendtipos. Nossos
resultados com relacdo ao CCLa precisam ser confirmados em amostras maiores levando em

consideracdo também o nimero de dominios afetados.

Apesar das limitagfes, nosso trabalho encontrou uma associacdo ainda ndo reportada na
literatura para o gene DCHS2 com o CCLa, constatou diferentes fatores de risco entre homens
e mulheres e entre carreadores e nao carreadores do alelo €4 e observou também o impacto de
variagdes genéticas no desempenho cognitivo de idosos considerados com cogni¢ao normal

para a idade e escolaridade e pacientes com CCLa.
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6. CONCLUSOES

A Doenca de Alzheimer é multifatorial com numerosos fatores de risco genético-ambientais
influenciando a sua susceptibilidade. O CCLa é considerado por muitos autores uma fase pré-
clinica da DA por ser um estagio intermediario entre as alteragdes cognitivas normais do
envelhecimento e a deméncia. A identificacdo dos genes que contribuem para 0 risco em
desenvolver a doenca e para seus fendtipos intermedidrios pode revelar mecanismos
patogénicos, ressaltando proteinas-chave e vias para o desenvolvimento de novas medicacdes

e intervengdes terapéuticas.

Nossos dados sugerem diferentes fatores clinicos, sociodemograficos e genéticos associados
com a DA e o CCLa que variam de acordo com 0 género e a presenga do alelo 4. Para o
CCLa os seguintes fatores foram correlacionados: diabetes tipo 2, dislipidemia entre as
mulheres, o gene DCHS2, o alelo Val do gene BDNF entre os homens e 0 alelo €3 da APOE.
Os fatores associados com a DA foram: idade avancada, escolaridade, HAS no subgrupo &4
negativo, os alelos da APOE, o alelo Val do gene BDNF entre os homens e o alelo A do gene
DCHS2 no subgrupo &4 negativo. A significancia clinica desses fatores na populacdo
brasileira deve ser melhor compreendida com outros estudos que devem levar em

consideracdo o género e 0 background genético dos participantes.

Observamos também a influéncia de fatores genéticos (APOE e BDNF) no desempenho
cognitivo tanto de idosos com cognicdo normal para a idade e escolaridade quanto portadores
do CCLa e na idade em que se inicia a DA. O estudo de endofenotipos ndo s6 aumenta o
poder estatistico para a identificacdo de fatores de risco genéticos como também ajuda a
compreender os mecanismos moleculares relacionados ao inicio e a progressdo da doenca.
Entendendo esses mecanismos, intervencdes terapéuticas podem ser desenvolvidas com o
objetivo de atrasar o desenvolvimento ou atenuar os déficits cognitivos, reduzindo assim o

impacto na funcionalidade e na qualidade de vida dos pacientes.
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8. TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela Suplementar 1 — Resultados das analises (valor p) para amostra total e o teste
estatistico utilizado.

CCLa x controles DA x controles Teste estatistico

Idade 0,759 0,006 Mann-Whitney
Sexo 0,122 0,939 Qui-quadrado
MEEM <0,001 <0,001 Mann-Whitney

CDR <0,001 <0,001 Mann-Whitney
Escolaridade 0,589 <0,001 Mann-Whitney
Hipertensdo Arterial 0,858 0,461 Qui-quadrado
Diabetes Mellitus 0,003 0,501 Qui-quadrado
Dislipidemia 0,160 0,346 Qui-quadrado
Tabagismo 0,563 0,984 Qui-quadrado

CCLa: Comprometimento cognitivo leve amnéstico; MEEM: Mini exame do estado mental; CDR: Clinical Dementia Rating;
DA: Doenca de Alzheimer.

Tabela Suplementar 2 - Resultados das analises (valor p) para subgrupo €4 positivo e o teste
estatistico utilizado.

CCLa x controles DA x controles Teste estatistico
Idade 0,577 0,273 Teste t
Sexo 0,701 0,166 Qui-quadrado
MEEM 0,058 <0,001 Teste t
CDR <0,001 <0,001 Mann-Whitney
Escolaridade 0,335 0,203 Mann-Whitney
Hipertensdo Arterial 0,606 0,096 Qui-quadrado
Diabetes Mellitus 0,125 0,980 Qui-quadrado
Dislipidemia 0,444 0,431 Qui-quadrado
Tabagismo 0,77 0,770 Qui-quadrado

CCLa: Comprometimento cognitivo leve amnéstico, MEEM: Mini exame do estado mental; CDR: Clinical Dementia Rating;
DA: Doenca de Alzheimer.
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Tabela Suplementar 3 - Resultados das analises (valor p) para subgrupo &4 negativo e o teste
estatistico utilizado.

CCLa x controles DA x controles Teste estatistico
Idade 0,922 0,008 Teste t/Mann-Whitney?

Sexo 0,124 0,240 Qui-quadrado

MEEM <0,001 <0,001 Mann-Whitney

CDR <0,001 <0,001 Mann-Whitney

Escolaridade 0,158 0,001 Mann-Whitney
Hipertensdo Arterial 0,756 0,014 Qui-quadrado
Diabetes Mellitus 0,015 0,438 Qui-quadrado
Dislipidemia 0,328 0,176 Qui-quadrado
Tabagismo 0,242 0,967 Qui-quadrado

% Teste t para CCLa x controles e Teste Mann-Whitney para DA x controles. CCLa: Comprometimento cognitivo leve
amnéstico; MEEM: Mini exame do estado mental; CDR: Clinical Dementia Rating; DA: Doenca de Alzheimer.

Tabela Suplementar 4 - Distribuicdes alelicas da APOE em homens e mulheres

n €2 €3 &4 p
Controles 47 6 (7%) 70 (74%) 18 (19%)
Homens CCLa 34 9 (13%) 43 (63%) 16 (24%) 0,501
DA 100 4 (2%) 136 (68%) 60 (30%) 0,047

Controles 101  11(5%) 167 (83%) 24 (12%)
Mulheres CClLa 46 8 (9%) 67 (73%) 17 (18%) 0,171

DA 204 9 (3%) 269 (65%) 131 (32%)  <0,001

NUmero absoluto (%). Valor de p refere-se & comparagdo com o grupo controle com anélise de 1000 permutagdes (teste qui-
quadrado). CCLa: Comprometimento cognitivo leve amnéstico; DA: Doenga de Alzheimer.
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Tabela Suplementar 5 - DistribuicGes alélicas e genotipicas do BDNF para os subgrupos €4 positivo e negativo

Frequéncia genotipica p Frequéncia alélica p
n AA AG GG A G

Controles 37 2 (5%) 7 (19%) 28 (76%) 11 (15%) 63 (85%)
&4 positivo CClLa 28 2 (7%) 3 (11%) 23 (82%) 0,642 7 (13%) 49 (87%) 0,698
DA 141 2 (1%) 31(22%) 108 (77%) 0,405 35(12%) 247 (88%) 0,581

Controles 104 4 (4%) 23 (22%) 77 (74%) 31 (15%) 177 (85%)
&4 negativo CClLa 49 0 (0%) 9 (18%) 40 (82%) 0,168 9 (9%) 89 (91%) 0,155
DA 140 4 (3%) 31 (22%) 105 (75%) 0,912 39 (14%) 241 (86%) 0,761

NUmero absoluto (%). Valor de p refere-se & comparacdo com o grupo controle com analise de 1000 permutacdes (teste qui-quadrado). CCLa: Comprometimento cognitivo leve amnéstico; DA:
Doenca de Alzheimer.

Tabela Suplementar 6 - Distribuic6es aléelicas e genotipicas do DCHS2 para homens e mulheres

Frequéncia genotipica p Frequéncia alélica p
n TT TA AA T A

Controles 47 2 (4%) 16 (34%) 29 (62%) 20 (21%) 74 (79%)
Homens CCLa 33 0 (0%) 13 (39%) 20 (61%) 0,319 13 (20%) 53 (80%) 0,808
DA 99 5 (5%) 30 (30%) 64 (65%) 0,893 40 (20%) 158 (80%) 0,832

Controles 96 8 (8%) 38 (40%) 50 (52%) 54 (28%) 138 (72%)
Mulheres CCLa 46 0 (0%) 13 (28%) 33 (72%) 0,009 13 (14%) 79 (86%) 0,007
DA 200 9 (5%) 70 (35%) 121 (60%) 0,254 88 (22%) 312 (78%) 0,155

Numero absoluto (%). Valor de p refere-se a comparagéo com o grupo controle com anélise de 1000 permutagdes (teste qui-quadrado). CCLa: Comprometimento cognitivo leve amnéstico; DA:
Doenca de Alzheimer.
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Tabela Suplementar 7 - DistribuicGes alélicas e genotipicas do GAB2 para homens e mulheres

Frequéncia genotipica p Frequéncia alélica p
n GG GT TT G T

Controles 36 19 (53%) 16 (44%) 1 (3%) 54 (75%) 18 (25%)
Homens CCLa 26 14 (54%) 9 (35%) 3 (11%) 0,337 37 (71%) 15 (29%) 0,633
DA 90 55 (59%) 32 (34%) 6 (7%) 0,449 142 (76%) 44 (24%) 0,821

Controles 78 45 (58%) 29 (37%) 4 (5%) 119 (76%) 37 (24%)
Mulheres CCLa 29 21 (72%) 7 (24%) 1 (4%) 0,368 49 (85%) 9 (16%) 0,183
DA 182 108 (59%) 61 (34%) 13 (7%) 0,745 277 (76%) 87 (24%) 0,964

Controles 28 14 (50%) 12 (43%) 2 (T%) 40 (71%) 16 (29%)
&4 positivo CCLa 19 11 (58%) 6 (32%) 2 (10%) 0,717 28 (74%) 10 (26%) 0,810
DA 144 83 (58%) 48 (33%) 13 (9%) 0,629 214 (74%) 74 (26%) 0,656

Controles 85 49 (58%) 33 (39%) 3 (3%) 131 (77%) 39 (23%)
&4 negativo CCLa 36 24 (67%) 10 (28%) 2 (5%) 0,476 58 (81%) 14 (19%) 0,544
DA 129 79 (61%) 44 (34%) 6 (5%) 0,748 202 (78%) 56 (22%) 0,764

Numero absoluto (%). Valor de p refere-se a comparagéo com o grupo controle com anélise de 1000 permutagdes (teste qui-quadrado). CCLa: Comprometimento cognitivo leve amnéstico; DA:
Doenca de Alzheimer.
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Critérios diagndsticos para deméncia (DSM 1V) - Critérios diagndésticos da
NINCDS-ADRDA para o diagnéstico de Doenca de Alzheimer

A.

nm

Desenvolvimento de multiplos déficits cognitivos manifestados tanto por (1) quanto

por (2):

1- comprometimento da memdria (capacidade prejudicada de aprender novas
informac@es ou recordar informagdes anteriormente aprendidas)

2- uma (ou mais) das seguintes perturbacdes cognitivas:

(a) afasia (perturbacdo da linguagem);

(b) apraxia (capacidade prejudicada de executar atividades motoras, apesar de um
funcionamento motor intacto);

(c) agnosia (incapacidade de reconhecer ou identificar objetos, apesar de um
funcionamento sensorial intacto);

(d) perturbagéo do funcionamento executivo (isto &, planejamento, organizacao,
sequienciamento, abstracao);

Os déficits cognitivos nos critérios Al e A2 causam comprometimento significativo

do funcionamento social ou ocupacional e representam declinio significativo em

relacdo ao grau anteriormente superior de funcionamento;

O curso caracteriza-se por um inicio gradual e um declinio cognitivo continuo;

Os déficits cognitivos nos Critérios Al e A2 ndo se devem a quaisquer dos seguintes

fatores:

1- outras condicOes do sistema nervoso central que causam déficits progressivos na
memoria e cognicao (por ex., doenca cerebrovascular, doenca de Parkinson,
doenca de Huntington, hematoma subdural, hidrocefalia de pressdo normal, tumor
cerebral)

2- condices sistémicas que comprovadamente causam deméncia (por exemplo:
hipotiroidismo, deficiéncia de vitamina B12 ou acido folico, deficiéncia de
niacina, hipercalcemia, neurossifilis, infeccdo com HIV)

3- condicbes induzidas por substancias;

Os déficits ndo ocorrem exclusivamente durante o curso de um delirium;

A perturbacdo ndo é melhor explicada por um outro transtorno do Eixo | *(por ex.,

Transtorno Depressivo Maior, Esquizofrenia).

! Transtornos psiquiétricos do eixo I: O DSM-IV organiza cada condicdo psiquiatrica em cinco niveis (eixos),
relacionados com os diferentes aspectos da doenca:

Eixo I: Desordens clinicas, incluindo as principais doencas mentais, como também desordens de
desenvolvimento ou aprendizado. Inclui depressdo, transtornos de ansiedade, disturbio bipolar,
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDHD) e esquizofrenia;

Eixo II: CondicgBes invasivas e transtornos de personalidade, assim como retardo mental. Inclui:
transtorno de personalidade borderline, transtorno de personalidade esquizotipica e transtorno de
personalidade anti-social;

Eixo Ill: Doencas mentais agudas e doengas fisicas;

Eixo IV: Fatores ambientais e psicosociais contribuintes com a doenca;

Eixo V: Avaliacdo global de funcionamento, ou (no caso dos menores de idade) avaliacdo global de
funcionamento de criancas. As avaliagdes sdo feitas com base numa escala de 0 a 100.
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Codificar com base no tipo de inicio e caracteristicas predominantes:
Com Inicio Precoce: se o inicio ocorre aos 65 anos ou antes;

>

290.11 Com Delirium: se delirium esta sobreposto a deméncia;

F00.01 - 290.12 Com Delirios: se delirios s&o a caracteristica predominante;
F00.03 - 290.13 Com Humor Deprimido: se humor deprimido (incluindo
apresentacdes que satisfazem todos os critérios de sintomas para um Episodio
Depressivo Maior) é uma caracteristica predominante. Excluir condigdes clinicas
que justifiquem o quadro;

F00.00 - 290.10 Sem ComplicacBes: se nenhuma das caracteristicas acima
predomina na apresentacdo clinica atual,

Com Inicio Tardio: se o inicio ocorre apds 0s 65 anos de idade;

290.3 Com Delirium: se delirium esta sobreposto a deméncia;

F00.11 - 290.20 Com Delirios: se delirios séo a caracteristica predominante

F00.13 - 290.21 Com Humor Deprimido: se humor deprimido (incluindo
apresentacdes que satisfazem todos os critéerios de sintomas para um Episodio
Depressivo Maior) € uma caracteristica predominante. Excluir condic@es clinicas
que justifiquem o quadro;

F00.10 - 290.0 Sem Complicagdes: se nenhuma das caracteristicas acima predomina
na apresentacao clinica atual;
Com Perturbacdo do Comportamento

Os critérios propostos pelo NINCDS-ADRDA (Tierney e cols., 1988) sdo categorizados
da seguinte maneira:

DA provavel,
DA possivel;
DA definitiva.

Critérios diagnosticos da NINCDS-ADRDA para o diagnéstico de Doenca de Alzheimer:

DA provavel:

Presenca de deméncia estabelecida por este teste objetivo, como mini-mental ou
exame similar e confirmado por exame neuropsicoldgico;

Prejuizo da memoria e de pelo menos uma funcdo cognitiva,;

Piora progressiva da memoria e outras fungdes cognitivas;

Auséncia de disturbio da consciéncia;

Inicio entre 0s 40 e 90 anos, mas mais freqliente ap6s 65 anos;

Auséncia de condi¢bes sistémicas e/ou outra doenca do Sistema Nervoso Central
(SNC) que possa justificar o déficit de memaria e cognitivo progressivo;

O diagnéstico de DA provavel é apoiado por:

Deterioracdo progressiva das fungdes cognitivas como linguagem, habilidades
motoras e percepcao;

Atividades do dia-a-dia prejudicadas e padrdo de comportamento alterado;

Histéria familiar de transtorno semelhante, paticularmente se confirmado por
exame neuropatoldgico;

Liquido céfalo-raquidiano normal, quando avaliado pela técnica padrao;
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e Eletroencefalograma normal ou com padréo inespecifico, como aumento da
atividade das ondas lentas; evidéncia de atrofia cerebral progressiva em exames de
neuro-imagem seriados;

> Outros achados clinicos consistentes com o diagnostico de DA, apds exclusdo de
outras causas de deméncia:

e Platd no curso da doenga;

e Sintomas associados de depressdo, insdnia, incontinéncia, delusdes, ilusdes,
halucinaces, surtos de descontrole (verbal, emocional ou fisico), mudangas no
comportamento sexual e perda de peso;

e Qutras alterac6es neuroldgicas em fase avangada da doencga: aumento do tonus
muscular, mioclonia e desordens da marcha;

> Achados que tornam o diagnostico de DA improvavel ou incerto:

e Inicio subito ou apoplético;

e Sinais neurolégicos focais, como hemiparesias, perda sensorial ou de campo visual, e
incoordenacdo no inicio da doenca;

e Convulsdes e distarbios da marcha no inicio ou muito precoce no curso da doenga;

- DA possivel:

e Feita com base na sindrome demencial, na auséncia de outras alteracfes neurologicas,
psiquiatricas ou sistémicas insuficientes para produzir deméncia, mesmo diante de
variacOes de apresentacéo do inicio ou do curso clinico;

e Pode ser feito mesmo na presenca de uma segunda alteracao sistémica ou cerebral
suficiente para produzir deméncia, mas ndo considerada causa de quadro demencial
presente;

e Pode ser usado em pesquisa clinica quando um unico e gradual déficit cognitivo
progressivo € documentado na auséncia de outras causas identificaveis;

I1lI- DA definitiva:
e Preenchimento dos critérios de provavel DA com comprovacao histopatologica de
tecido cerebral por bidpsia ou autdpsia;

IV-  Classificacao:

e Ocorréncia familiar ou genética;

e Inicio antes dos 65 anos;

e Presenca de trissomia do cromossomo 21%;

e Coexisténcia de outras condi¢des relevantes, como Doenca de Parkinson.

2 Alguns casos de DA familiar mostram evidéncia de associagio com o cromossomo 21, com mutacdes no lécus
da APP, determinados por hiperexpresséo da APP.
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Anexo 2 — TCLE: Abordagem multidisciplinar do bindmio depressdo-deméncia no idoso

N° Registro COEP: ETIC334/06
Titulo do Projeto: Abordagem multidisciplinar do binémio depressdo-deméncia no idoso

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, como voluntério(a), em uma pesquisa de
titulo: " Abordagem multidisciplinar do bindmio depressdo-deméncia no idoso”

O documento abaixo contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que esta sendo
realizada. Sua colaboracgdo neste estudo € muito importante, mas a decisdo de participar deve
ser sua. Para tanto, leia atentamente as informacGes abaixo e ndo se apresse em decidir. Se
vOCé ndo concordar em participar ou quiser desistir em qualquer momento, isso ndo causara
nenhum prejuizo a vocé. Se vocé concordar em participar basta preencher os seus dados e
assinar a declaragcdo concordando com a pesquisa. Se vocé tiver alguma ddvida pode
esclarecé-la com o responsavel da pesquisa. Obrigado(a).

Objetivo do estudo

Este projeto esta sendo proposto porque ha pouco conhecimento sobre 0s mecanismos
fisiologicos e genéticos envolvidos no processo do envelhecimento. O objetivo desse trabalho
€ 0 de estudar, em uma populacéo brasileira, as interacdes clinicas, genéticas, ambientais e
neurobioldgicas como fatores de risco ou protecdo no desenvolvimento de doencas
neuropsiquiatricas do idoso.

A partir desta compreensdo, esperamos, no futuro, desenvolver terapias que possam melhor
atender aos pacientes idosos.

Procedimentos

Todos os(as) participantes pessoas com mais de 60 anos de idade, que assinardo termo de
consentimento esclarecido serdo considerados sujeito de pesquisa e irdo seguir 0s
procedimentos dessa pesquisa. Os Gnicos inconvenientes aos quais 0S pacientes seréo
submetidos serdo a coleta de sangue total e o tempo gasto na avaliacdo do idoso. Esses
procedimentos serdorealizacdo de testes psicologicos realizados por pesssoas qualificadas. O
desconforto da coleta de sangue € o habitual de um exame de sangue de rotina e € realizada
com material estéril, descartavel e por pessoas treinadas. O material colhido (maximo de 50
ml de sangue) serd devidamente etiquetado e utilizado somente para o0s propésitos dessa
pesquisa, ndo havendo quaisquer custos para a paciente. As informacdes obtidas serdo objeto
de estrita confidencialidade e ndo envolvem custos ou pagamentos de qualquer espécie.

Pesquisadores
A equipe de pesquisadores é composta pelos seguintes profissionais: Dr. Marco Aurélio
Romano-Silva (coordenador da pesquisa), Dr. Edgar Nunes de Moraes, Dr. Humberto Correa,
Dra. Maria Aparecida Bicalho, Dr. Luiz Armando De Marco

Confidencialidade
Todos os dados gerados nessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe de
pesquisadores tera acesso a eles. Os dados de cada participante receberdo um cddigo e nédo
terdo nenhuma identificacdo que permita associa-lo a um participante em particular. Caso o
senhor/senhora queira podera ter acesso aos resultados individuais.
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Beneficios e riscos
Esta pesquisa ndo oferece qualquer risco ao participante, uma vez que consiste apenas de
coleta de sangue total. Esta pesquisa é sem beneficio individual direto, mas as informacdes
obtidas nos auxiliardo a melhor compreender os mecanismos envolvidos no envelhecimento.
N&o havera qualquer tipo de despesa ao paciente, no que tange a materiais ou testes.
Ao assinar esse termo de consentimento o senhor/senhora ndo esta abrindo méo de seus
direitos legais.

Desligamento

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

Através  deste  documento  fica assegurado o direito ao  Sr(a)
que terd todos os
esclarecimentos relativos a pesquisa, garantidos, incluindo os metodos utilizados. A partir do
momento que 0 paciente participante da pesquisa ndo desejar mais fazer parte da pesquisa,
reservo-lhe o direito de retirar o seu consentimento, livre de sofrer qualquer penalidade ou
danos, quaisquer que sejam. Se no transcorrer da pesquisa tiver alguma duvida, ou por
qualquer outro motivo necessitar de orientacdes, poderad procurar um dos pesquisadores, Dr.
Marco Aurélio Romano-Silva, no tel. 3409-9135 (UFMG), ou Dra. Maria Aparecida
Camargos Bicalho, no telefone 3241-1848. Caso seja necessario, vocé pode entrar em contato
com o0 COEP/UFMG, sito a Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar,
Belo Horizonte — 31270-901, telefone 3499-4592, fax 3499-4027, e-mail coep@prpg.ufmg.br,
onde maiores esclarecimentos poderéo ser obtidos.

Eu, , paciente voluntario, dou
consentimento livre e esclarecido, autorizo a retirada de 50 mL de sangue para que se facam
0s testes necessarios a esta pesquisa e posterior uso e publicacdo dos dados nos relatérios
finais e conclusivos, a fim de que estes sirvam para beneficiar a ciéncia e a humanidade.
Declaro, ainda, que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador:

Nome do pesquisador:
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Anexo 3 — TCLE - Coorte prospectiva de pacientes com Comprometimento Cognitivo
Leve Amnéstico — Determinacgdo de fatores de risco para conversdo para deméncia de
Alzheimer no Brasil (Verséo para participantes e para representantes legais)

Termo de consentimento livre e esclarecido para participantes:

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “COORTE PROSPECTIVA DE
PACIENTES COM COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE AMNESTICO -
DETERMINAC}AO DE FATORES DE RISCO PARA CONVERSAO PARA
DEMENCIA DE ALZHEIMER NO BRASIL”, que tem como objetivo avaliar e
acompanhar as pessoas que apresentam Comprometimento Cognitivo Leve, que eleva
muito o risco de desenvolver a Deméncia de Alzheimer.

A Deméncia de Alzheimer é uma doenca sem cura, mas que apresenta tratamento que
lentifica a doenca e reduz os sintomas. Para 0 Comprometimento Cognitivo Leve ainda ndo ha
medicacdo especifica para evitar que a manifestacdo da Deméncia de Alzheimer. Mas
entender o que ocorre com 0s pacientes com Comprometimento Cognitivo Leve é um passo
importante para no futuro poder tratar estes pacientes e evitar o desenvolvimento da
Deméncia de Alzheimer.

Por isso, vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa, que ira acompanhar
até 2016 os pacientes que apresentam Comprometimento Cognitivo Leve. Os objetivos
principais sdo determinar os fatores que aumentam o risco deste pacientes de desenvolverem a
Deméncia de Alzheimer e verificar se determinados exames sdo capazes de identificar
quais pacientes irdo desenvolver a deméncia. Além disso, os testes que serdo aplicados
podem favorecer o diagndstico na fase inicial da deméncia. Individuos nesta fase da
doenca apresentam melhor resposta ao tratamento atualmente disponivel.

Para participar desta pesquisa VOCcé precisard responder a um questionario com
duracdo de 15 minutos e serd submetido a testes que avaliam a memoria, a presenca de
depressdo e outras alteragdes do comportamento, com duracdo de 40 minutos. Estes
testes serdo repetidos a cada seis meses.

Vocé serd submetido a puncéo venosa no antebrago para coleta de cerca de 20 ml de
sangue para avaliar a presenca do alelo APOE-e4 e outros polimorfismos genéticos
(alteracbes genéticas potencialmente envolvidas no desenvolvimento da doenca de
Alzheimer) e nivel sérico de homocisteina, que podem ter relagdo com o maior risco de
desenvolver Alzheimer. A coleta de sangue podera acarretar incbmodo leve curta de duracgéo
durante a puncdo. Ocasionalmente, pode se desenvolver um hematoma no local de
puncdo e, mais raramente, complicacbes mais sérias como processos infecciosos locais.
Estas complicacdes sdo inerentes a qualquer puncdo venosa. Os profissionais responsaveis
pelo procedimento sdo experientes e treinados para a sua realizacdo. O material é
totalmente estéril e descartavel. O sangue coletado sera devidamente etiquetado e utilizado
somente para 0s propositos dessa pesquisa, ndo havendo quaisquer custos para a paciente.

Também sera realizado um exame chamado Potencial Evocado Auditivo de
Longa Laténcia (P-300), que emite sons que serdo identificados pelo cérebro do
paciente, 0 que ndo acarreta riscos.

Outro exame que sera realizado é uma tomografia encefalica por emissdo que
positrons, capaz de determinar as areas do cérebro com funcionamento anormal. Através desta
técnica, ha exposicdo a radiacdo, mas numa dose baixa e que ndo acarreta riscos a sadde. Ndo
havera administracdo de contraste iodado na grande maioria dos casos. Entretanto, caso
o médico nuclear ou radiologista identifique a necessidade de utilizacdo de contraste, o
mesmo somente serd administrado apos aplicacdo de questionario para avaliagdo do risco
de sua utilizacdo e mediante autorizacdo do paciente ou seu responsavel.
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Os pacientes que desenvolverem deméncia de Alzheimer ao longo do
acompanhamento serdo encaminhados ao ambulatério de geriatria do Instituto Jenny de
Andrade Faria de Atencdo a Saude do Idoso, visando manter o seguimento clinico e a
introducdo da medicagdo antideméncia (anticolinesterasicos).

A pesquisa sera suspensa caso ocorra disponibilizagdo no mercado de tratamento
eficaz para evitar a progressdo de CCL para DA para que 0 paciente possa recebé-lo e
possivelmente se beneficiar de seus resultados.

Sua participacdo nesta pesquisa € voluntéria, portanto, ndo implica em qualquer dano
material, fisico ou moral, assim como também n&o resulta em qualquer beneficio material.

As informacOes coletadas terdo um carater confidencial, ou seja, seu nome ndo sera
divulgado em nenhuma hipdtese. 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 0s
gastos com impressao, copias, realizacdo de exames ou com qualquer outra eventualidade.
Os gastos porventura existentes com transporte serdo ressarcidos pelos pesquisadores.

Os pesquisadores ficam disponiveis a esclarecer quaisquer davidas, antes, durante
e apos o término do estudo e publicacdo dos resultados. Fica assegurado seu direito de
se retirar da pesquisa a qualquer momento, sem que haja qualquer dano ou repressédo, por
parte dos pesquisadores.

Através  deste  documento  fica  assegurado o  direito a0  Sr(a)
que terd todos os
esclarecimentos relativos a pesquisa, garantidos, incluindo os métodos utilizados. A
partir do momento que 0 paciente participante da pesquisa ndo desejar mais fazer parte da
pesquisa, reservo-lhe o direito de retirar o seu consentimento, livre de sofrer qualquer
penalidade ou danos, quaisquer que sejam. Se no transcorrer da pesquisa tiver alguma duvida,
ou por qualquer outro motivo necessitar de orientacdes, podera procurar um dos
pesquisadores. Caso seja necessario, vocé poderd entrar em contato com o COEP/UFMG,
sito a Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar,sala 2005, CEP:
31270-901- Belo Horizonte — MG. telefax (31) 3409-4592, e-mail coep@prpg.ufmg.br,
onde maiores esclarecimentos poderéo ser obtidos.

Baseado neste termo, eu,

Cl , 0rgdo expedidor , aceito participar da
pesquisa “COORTE PROSPECTIVA DE PACIENTES COM COMPROMETIMENTO
COGNITIVO LEVE AMNESTICO — DETERMINACAO DE FATORES DE RISCO
PARA CONVERSAO PARA DEMENCIA DE ALZHEIMER NO BRASIL” em acordo
com as informacg6es acima expostas.

Assinatura do participante:

Nome do familiar/acompanhante:

Assinatura do familiar/acompanhante:

Nome do pesquisador responsavel:

Assinatura do pesquisador:

Belo Horizonte, de de 20
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Pesquisadores:

1-Maria Aparecida Camargos Bicalho — médica especialista em geriatria, preceptora da
residéncia de geriatria do Hospital das Clinicas-UFMG e professora adjunto do
Departamento de Clinica Médica na Universidade Federal de Minas Gerais. T: 31-8478-8629.
2-Edgar Nunes de Moraes — médico especialista em geriatria, coordenador da residéncia de
geriatria do Hospital das Clinicas-UFMG e professor adjunto do Departamento de
Clinica Médica na Universidade Federal de Minas Gerais. T: 31-9115-7141.

3- Luiz Armando Cunha de Marco- médico, coordenador do Laboratério de Medicina
Molecular da Faculdade de medicina da UFMG. T: 34099134.

4-Marco Aurélio Romano Silva- médico, coordenador do Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia — Medicina Molecular. T: 3409-9135.

5- Débora Marques de Miranda- médica e professora adjunta do departamento de
pediatria da UFMG.T 3409-9135.

6- Marcelo Mamede- médico nuclear e professor do departamento de propedéutica
complementar da UFMG. T:3409-9774.

7-Leandro Fernandes Malloy Diniz — neuropsicélogo, coordenador do servico de
neuropsicologia do Instituto Jenny de Andrade Faria de Atencdo ao ldoso e professor adjunto
do departamento de psicologia da FAFICH. T: 31-8707-1986.

8-Denise Utsch Gongalves — médica otorrinolaringologista, professora adjunto do
Departamento de Otorrinolaringologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Tel: 31
8887-2533.

9- Rodrigo Nicolato — médico psiquiatra, especialista em psicogeriatria, professor
adjunto do departamento de satde mental da Faculdade de Medicina da UFMG.

10-Marco Tulio Gualberto Cintra- médico especialista em geriatra, preceptor da residéncia
de geriatria do Hospital das Clinicas-UFMG e mestrando do Programa Saude do Adulto da
Faculdade de Medicina da UFMG. Tel: 31 9636-6108

11-Jonas Jardim de Paula — neuropsicdlogo e mestrando pelo Programa de Neurociéncias
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Tel: 31-9990-2760

12-Lafaiete Moreira dos Santos — neuropsicdlogo e mestrando pelo Programa de Medicina
Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG. Tel: 31-8839-1480

13-Fabiana Carla Matos da Cunha Cintra — terapeuta ocupacional e gerontéloga. Tel: 31-
9919-2793

14- Luciana Cristina Matos da Cunha — fonoaudi6loga e mestre pelo Programa de
Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG. Tel: 31-9306-6806

15- Fernanda Monteiro de Castro Carvalho- médica radiologista e mestranda pelo
Programa de Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG. T: 8777-3458.
16-Flavia Lanna de Moraes- médica geriatra e mestranda pelo Programa de Medicina
Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG. T: 9115-7142.

17-Fausto Aloisio Pimenta- médico geriatra e professor de clinica médica da Faculdade de
Medicina da UFOP. T: 3559-1018

Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG):

Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, CEP: 31270-901-
Belo Horizonte — MG. telefax (31) 3409-4592, e-mail coep@prpg.ufmg.br.
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Termo de consentimento livre e esclarecido para representantes legais de participantes:

O Sr (a) estd  sendo
convidado a participar da pesquisa “COORTE PROSPECTIVA DE PACIENTES COM
COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE AMNESTICO —DETERMINACAO DE
FATORES DE RISCO PARA CONVERSAO PARA DEMENCIA DE ALZHEIMER
NO BRASIL”, que tem como objetivo avaliar e acompanhar as pessoas que
apresentam Comprometimento Cognitivo Leve, que eleva muito o risco de desenvolver a
Deméncia de Alzheimer.

Individuos que apresentam impedimento cognitivo para entendimento ou assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deverdo ser representados por um familiar
ou representante.

A Deméncia de Alzheimer é uma doenca sem cura, mas que apresenta tratamento que
lentifica a doenca e reduz os sintomas. Para 0 Comprometimento Cognitivo Leve ainda nao
ha medicacdo especifica para evitar que a manifestacio da Deméncia de Alzheimer.
Mas entender 0 que ocorre com 0s pacientes com Comprometimento Cognitivo Leve é
um passo importante para no futuro poder tratar estes pacientes e evitar o
desenvolvimento da Deméncia de Alzheimer.

Esta pesquisa pretende acompanhar até 2016 o0s pacientes que apresentam
Comprometimento Cognitivo Leve. Os objetivos principais sdo determinar os fatores que
aumentam o risco deste pacientes de desenvolverem a Deméncia de Alzheimer e
verificar se determinados exames sdo capazes de identificar quais pacientes irdo
desenvolver a deméncia. Além disso, os testes que serdo aplicados podem favorecer o
diagnostico na fase inicial da deméncia. Individuos nesta fase da doenca apresentam
melhor resposta ao tratamento atualmente disponivel.

Para participar desta pesquisa 0s participantes precisardo responder a um
questionario com duracdo de 15 minutos e serdo submetidos a testes que avaliam a
memoria, a presenca de depressdo e outras alteracdes do comportamento, com duracdo de 40
minutos. Estes testes serdo repetidos a cada seis meses.

Os participantes serdo submetidos a puncdo venosa no antebrago para coleta de cerca
de 20ml de sangue para avaliar a presenca do alelo APOE-¢4 e outros polimorfismos
genéticos (alteracdes genéticas potencialmente envolvidas no desenvolvimento da doenca
de Alzheimer) e nivel sérico de homocisteina, que podem ter relagdo com o maior risco de
desenvolver Alzheimer. A coleta de sangue poderd acarretar incobmodo leve curta de
duracdo durante a puncdo. Ocasionalmente, pode se desenvolver um hematoma no local de
puncdo e, mais raramente, complicaces mais sérias como processos infecciosos locais.
Estas complicacfes sdo inerentes a qualquer puncdo venosa. Os profissionais responsaveis
pelo procedimento sdo experientes e treinados para a sua realizacdo. O material é
totalmente estéril e descartavel. O sangue coletado serd devidamente etiquetado e
utilizado somente para os propoésitos dessa pesquisa, ndo havendo quaisquer custos para a
paciente.

Também sera realizado um exame chamado Potencial Evocado Auditivo de
Longa Laténcia (P-300), que emite sons que serdo identificados pelo cérebro do
paciente, 0 que ndo acarreta riscos.

Outro exame que sera realizado € uma tomografia encefalica por emissdo que
positrons, capaz de determinar as areas do cérebro com funcionamento anormal. Através desta
técnica, ha exposicdo a radiacdo, mas numa dose baixa e que ndo acarreta riscos a satde. Ndo
havera administracdo de contraste iodado na grande maioria dos casos. Entretanto, caso
0 médico nuclear ou radiologista identifique a necessidade de utilizacdo de contraste, o
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mesmo somente serd administrado apds aplicacdo de questionario para avaliagdo do risco
de sua utilizacdo e mediante autorizacdo do paciente ou seu responsavel.

Os pacientes que desenvolverem deméncia de Alzheimer ao longo do
acompanhamento serdo encaminhados ao ambulatorio de geriatria do Instituto Jenny de
Andrade Faria de Atencdo a Saude do Idoso, visando manter o seguimento clinico e a
introducdo da medicagdo anti-deméncia (anticolinesterasicos).

A pesquisa sera suspensa caso ocorra disponibilizagdo no mercado de tratamento
eficaz para evitar a progressdo de CCL para DA para que 0 paciente possa recebé-lo e
possivelmente se beneficiar de seus resultados.

A participacdo nesta pesquisa € voluntéaria, portanto, ndo implica em qualquer
dano material, fisico ou moral, assim como também ndo resulta em qualquer beneficio
material.

As informagbes coletadas terdo um carater confidencial, ou seja, o nome do
participante ndo serd divulgados em nenhuma hipotese. O resultado desta pesquisa sera
divulgado em artigo de revista cientifica, sem colocar em evidéncia a identidade dos
participantes.

O participante ndo terd& nenhuma despesa, sendo de responsabilidade dos
pesquisadores 0s gastos com impressao, copias, realizacdo de exames ou com qualquer outra
eventualidade. Os gastos porventura existentes com transporte serdo ressarcidos pelos
pesquisadores.

Os pesquisadores ficam disponiveis a esclarecer quaisquer duvidas, antes, durante
e ap0s o término do estudo e publicacdo dos resultados. Fica assegurado o direito do
participante de se retirar da pesquisa a qualquer momento, sem que haja qualquer dano
ou repressdo, por parte dos pesquisadores.

Através  deste  documento  fica assegurado o direito a0  Sr(a)
que terd todos os
esclarecimentos relativos a pesquisa, garantidos, incluindo os métodos utilizados. A
partir do momento em que o participante da pesquisa ndo desejar mais fazer parte da dela,
seu o direito de retirar 0 seu consentimento serd assegurado, livre de sofrerqualquer
penalidade ou danos. Se no transcorrer da pesquisa tiver alguma davida, ou por
qualquer outro motivo necessitar de orientacfes, poderd procurar um dos pesquisadores.

Caso seja necessario, vocé poderd entrar em contato com o COEP/UFMG,
COEP/UFMG, sito a Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa I, 2° andar, sala
2005, CEP: 31270-901- Belo Horizonte — MG. telefax (31) 3409-4592, e-mail
coep@prpg.ufmg.br, onde maiores esclarecimentos poderdo ser obtidos.

Baseado neste termo, eu,
Cl , Orgdo expedidor ,  familiar
( ) ou responsavel legal
por autorizo sua

participacdo na pesquisa “COORTE PROSPECTIVA DE PACIENTES COM
COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE AMNESTICO - DETERMINACAO DE
FATORES DE RISCO PARA CONVERSAO PARA DEMENCIA DE ALZHEIMER
NO BRASIL” em acordo com as informagdes acima expostas.

Assinatura do familiar/responsavel legal:

Nome do pesquisador responsavel:
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Assinatura do pesquisador:

Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadores:

1-Maria Aparecida Camargos Bicalho — médica especialista em geriatria, preceptora da
residéncia de geriatria do Hospital das Clinicas-UFMG e professora adjunto do
Departamento de Clinica Médica na Universidade Federal de Minas Gerais. T: 31-8478-8629.
2-Edgar Nunes de Moraes — médico especialista em geriatria, coordenador da residéncia de
geriatria do Hospital das Clinicas-UFMG e professor adjunto do Departamento de
Clinica Médica na Universidade Federal de Minas Gerais. T: 31-9115-7141.

3- Luiz Armando Cunha de Marco- médico, coordenador do Laboratério de Medicina
Molecular da Faculdade de medicina da UFMG. T: 34099134.

4-Marco Aurélio Romano Silva - médico, coordenador do Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia — Medicina Molecular. T: 3409-9135.

5- Débora Marques de Miranda- médica e professora adjunta do departamento de
pediatria da UFMG.T 3409-9135.

6- Marcelo Mamede- médico nuclear e professor do departamento de propedéutica
complementar da UFMG. T: 3409-9774.

7-Leandro Fernandes Malloy Diniz — neuropsicologo, coordenador do servico de
neuropsicologia do Instituto Jenny de Andrade Faria de Atencdo ao ldoso e professor adjunto
do departamento de psicologia da FAFICH. T: 31-8707-1986.

8-Denise Utsch Goncalves — médica otorrinolaringologista, professora adjunto do
Departamento de Otorrinolaringologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Tel: 31
8887-2533.

9- Rodrigo Nicolato — médico psiquiatra, especialista em psicogeriatria, professor
adjunto do departamento de saide mental da Faculdade de Medicina da UFMG.

10-Marco Tulio Gualberto Cintra- médico especialista em geriatra, preceptor da
residéncia de geriatria do Hospital das Clinicas-UFMG e mestrando do Programa Salde do
Adulto da Faculdade de Medicina da UFMG. Tel: 31 9636-6108

11-Jonas Jardim de Paula - neuropsicblogo e mestrando pelo Programa de
Neurociéncias do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Tel: 31-9990-2760

12-Lafaiete Moreira dos Santos — neuropsicologo e mestrando pelo Programa de
Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG. Tel: 31-8839-1480

13-Fabiana Carla Matos da Cunha Cintra — terapeuta ocupacional e gerontdloga. Tel:
31-9919-2793.

14- Luciana Cristina Matos da Cunha — fonoaudi6loga e mestre pelo Programa de
Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG. Tel: 31-9306-6806

15- Fernanda Monteiro de Castro Carvalho- médica radiologista e mestranda pelo
Programa de Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG. T: 8777-3458.
16-Flavia Lanna de Moraes- médica geriatra e mestranda pelo Programa de Medicina
Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG. T: 9115-7142.

17-Fausto Aloisio Pimenta- medico geriatra e professor de clinica médica da Faculdade de
Medicina da UFOP. T: 3559-1018

Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG):
Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, CEP: 31270-901-
Belo Horizonte — MG. telefax (31) 3409-4592, e-mail coep@prpg.ufmg.br
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Anexo 4 — Parecer do Conselho de ética em Pesquisa (COEP)

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

Projeto: CAAE - 0318.0.203.000-11

Interessado(a): Profa, Maria Aparecida Camargos Bicalho
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 03 de agosto de 2011, o projeto de pesquisa intitulado “Coorte
prospectiva de pacientes com comprometimento cognitivo leve
amnéstico- determinacdo de fatores de risco para deméncia de
Alzheimer no Brasil" bem como o Termo de Consentimente Livre e
Esclarecido

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

| ¢
il

Profa. Maria Temnqum Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

A, Pres. Anvawo Carios, 4027 ~ Linsdode Admionating 1 < 2 amde - Saln 2068 « Capr 1) W - EHANG
Tedefme: (0310 34009.4592 - coppil, coggrarpapa iimig by
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